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                  ยีสตทั้งหมดจํานวน 25 ไอโซเลท แยกจากลูกแปง ขาวหมาก กระบวนการหมักสาโท และน้ําตาลเมา 
ถูกนํามาระบุสปชีสโดยการทดสอบความสามารถในการใชสารประกอบคารบอนดวยชุดทดสอบ API ID 32 C 
และการวิเคราะหลําดับเบสบริเวณ D1/D2 domain ของ 26S rDNA พบวายีสตจํานวน 14 ไอโซเลท ถูกระบุวา
เปน Saccharomyces  cerevisiae ยีสตจํานวน 5 ไอโซเลท ซึ่งไมสามารถระบุโดยชุดทดสอบนี้ ถูกระบุโดยการ
วิเคราะหลําดับเบสพบวาเปนสปชีส Saccharomycopsis fibuligera ที่เปอรเซ็นตความเหมือน 98-99% สําหรับอีก 
6 ไอโซเลทที่เหลือถูกระบุวาเปน Candida tropicalis (2), Issatchenkia orientalis  (1) Pichia caribbica/Candida 
fermentati (2) และ  Pichia farinosa (1) ซึ่งผลการเปรียบเทียบลําดับเบสกับฐานขอมูล GenBank พบวาลําดับ
เบสของไอโซเลทยีสตสวนใหญที่เปรียบเทียบ แสดงคาเปอรเซ็นตความเหมือนกับลําดับเบสในฐานขอมูลอยู
ในชวง 98-99% จากนั้นลําดับเบสบริเวณ D1/D2 domain ใหช้ินดีเอ็นเอขนาดประมาณ 600 คูเบส จะถูกนํามา
วิเคราะหดวยโปรแกรม ClustalX และศึกษาความสัมพันธของยีสตแตละไอโซเลท โดยการวิเคราะห 
phylogenetic โดยมีคา bootstrab สนับสนุนผลที่ไดจากการวิเคราะห คานี้ไดจากการคํานวณโดยวิธี neighbor 
joining พบวา Sc. cerevisiae ทุกไอโซเลทถูกจัดกลุมใหอยูในกลุมเดียวกัน เชนเดียวกับกลุมของ     Sm. 
fibuligera  
 
                นอกจากนี้ยังพบวา Sc. cerevisiae ถูกพบเปนสปชีสหลักในขาวหมาก และกระบวนการหมักสาโท 
และน้ําตาลเมา ขณะที่ Sm. fibuligera ถูกพบเปนสปชีสหลักในลูกแปง ยีสต Sc. cerevisiae 26 ไอโซเลท และ 
Sm. fibuligera 11 ไอโซเลท ซึ่งในจํานวนนี้รวมถึงสายพันธุที่ถูกนํามาใชเปนสายพันธุอางอิง จะถูกนํามาศึกษา
ความแปรผันทางพันธุกรรมภายในสปชีส โดยวิธีการวิเคราะห DHPLC ของ D1/D2 domain พบวา   
Sc. cerevisiae  และ Sm. fibuligera แสดง profile จํานวน 3 และ 4 รูปแบบ ตามลําดับ จากการวิเคราะห 
microsatellite และ mtDNA-RFLP พบวาทั้ง 2 วิธีแสดงรูปแบบของแถบดีเอ็นเอที่ตางกัน ของ Sc. cerevisiae  
จํานวน 26 ไอโซเลทถึง 19 รูปแบบ  เครื่องหมาย ISSR ถูกนํามาใชในการแยกความแตกตางของ Sm. fibuligera 
โดยใชไพรเมอร UBC จํานวน 8 ชนิด ที่ใหแถบดีเอ็นเอจํานวน 80 แถบ มีขนาดประมาณ 300 ถึง 2000 คูเบส ซึ่ง
สามารถแยก Sm. fibuligera ไดเปน 7 กลุมอยางชัดเจน  จากผลการวิจัยแสดงใหเห็นวาประสบความสําเร็จและ
เปนอีกหลักฐานที่ใชในการสนับสนุนถึงความหลากหลายของยีสตทั้งระดับสปชีส และต่ํากวาสปชีสใน
ผลิตภัณฑอาหารหมักตางๆ ในประเทศไทย ในงานวิจัยนี้ยังไดวิเคราะหผลการหมักเอธิลแอลกอฮอลของ   
Sc. cerevisiae และ ความสามารถในการยอยแปงของ Sm. fibuligera อีกดวย 
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                Twenty-five yeast isolates were taken from Loog-pang (mold bran starter), Kao-mag (alcoholic 
sweetened rice) and during Satho (traditional Thai rice wine) and coconut toddy fermentation process.  Yeast 
isolates were identified by carbon compound assimilations using the API ID 32 C kit and by sequencing of 
their D1/D2 domain of 26S rDNA region.  Fourteen isolates of Sacharomyces cerevisiae were identified 
whereas 5 isolates of Saccharomycopsis fibuligera could not be identified by this kit however, this species 
shows high homology when identified by sequence analysis.  The 6 remaining isolates were identified as 
Candida tropicalis (2), Issatchenkia orientalis (1), Pichia caribbica/Candida fermentati (2) and  Pichia 
farinosa (1).  For most sequenced isolates homologies of 98-99% were obtained with sequences in GenBank.  
D1/D2 domain sequencing yielded approximately 600 bp region for alignment using ClustalX program.  
Bootstrap values from a phylogenetic analysis using neighbor joining method showed strong support.  All Sc. 
cerevisiae isolates clustered together as the same result of the Sm. fibuligera group.  
 
                Sc. cerevisiae was found to be the dominant species for Kao-mag and the fermentation of Satho and 
coconut toddy, whereas Sm. fibuligera was found to be the dominant species for Loog-pang and Kao-mag.  
The intraspecies variations were examined by molecular DNA markers.  Twenty-six isolates of Sc. cerevisiae 
and 11 isolates of Sm. fibuligera including referent strains were screened for polymorphism of DHPLC 
analysis of D1/D2 domain. Three and 4 different profiles were obtained for Sc. cerevisiae and Sm. fibuligera 
isolates, respectively.  Sc. cerevisiae isolates were further differentiated by microsatellite and mtDNA-RFLP.  
Both markers produced 19 polymorphic profiles among the 26 isolates.  ISSR marker was used to 
differentiate Sm. fibuligera.  The patterns obtained by eight UBC (University of British Columbia) primers 
gave 80 reproducible amplified bands ranging from approximately 300 to 2000 bp.  This marker could 
classify 11 isolates of Sm. fibuligera into 7 groups with clear profiles.  This study provides addition evidence 
of a genetic separation.  DNA markers used in this study could be successfully applied to study intra-specific 
variation and genetic variations in the yeast species from different kinds of food products in Thailand.  This 
research also included a small survey for study of ethyl alcohol fermentation and amylolytic activity for Sc. 
cervisiae and Sm. fibuligera, respectively. 
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ดวยไพรเมอร UBC  จํานวน 8 ชนิด 

 
101 

11 ความแตกตางระหวางไอโซเลทของเชื้อ Saccharomycopsis fibuligera  จากการ
วิเคราะหขอมูลจากเทคนิค  ISSR ดวยไพรเมอร จํานวน 8 คู โดยอาศัยโปรแกรม 
Restdist ใน Phylip package 

 
 

103 
12 ความสามารถในการยอยแปงของยีสต Saccharomycopsis fibuligera 108 
13 ความสามารถในการหมกัแอลกอฮอลของยีสต Saccharomyces cerevisiae 110 

 
 
 

 
 
 
(2) 



 

สารบัญตาราง (ตอ) 
 
ตารางผนวกที่                      หนา 

   
ค1 การปรากฏและไมปรากฏของแถบดีเอ็นเอเมื่อวิเคราะห ISSR  

ดวยไพรเมอร UBC 811 
 

138 
ค2 การปรากฏและไมปรากฏของแถบดีเอ็นเอเมื่อวิเคราะห ISSR  

ดวยไพรเมอร UBC 818 
 

139 
ค3 การปรากฏและไมปรากฏของแถบดีเอ็นเอเมื่อวิเคราะห ISSR  

ดวยไพรเมอร UBC 857 
 

139 
ค4 การปรากฏและไมปรากฏของแถบดีเอ็นเอเมื่อวิเคราะห ISSR  

ดวยไพรเมอร UBC 880 
 

140 
ค5 การปรากฏและไมปรากฏของแถบดีเอ็นเอเมื่อวิเคราะห ISSR  

ดวยไพรเมอร UBC 888 
 

141 
ค6 การปรากฏและไมปรากฏของแถบดีเอ็นเอเมื่อวิเคราะห ISSR  

ดวยไพรเมอร UBC 889 
 

142 
ค7 การปรากฏและไมปรากฏของแถบดีเอ็นเอเมื่อวิเคราะห ISSR  

ดวยไพรเมอร UBC 890 
 

142 
ค8 การปรากฏและไมปรากฏของแถบดีเอ็นเอเมื่อวิเคราะห ISSR  

ดวยไพรเมอร UBC 891 
 

143 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
(3) 



 

 
 สารบัญภาพ  
   

ภาพที ่  หนา 
   
1 ตัวอยางลูกแปง (a), ขาวหมาก (b), น้ําตอย (c), สาโทที่ผาน้ําแลว (d), อุ (e), 

สาโท (f), ฟองกาซที่เกิดขึ้น (g) และไมมะเกลือ (h) ในระหวางการหมักน้ําตาล
เมา 

 
 

5 
2 สวนของยีนตางๆ ที่อยูบน  rDNA ของ fungi 11 
3 แผนที่การตัด mtDNA ของยีสต Saccharomyces cerevisiae ที่ใชในทางการคา 23 

สายพันธุ  
 

22 
4 หลักการของเครื่องหมายดีเอ็นเอแบบ microsatellite และ ISSR 24 
5 ลําดับขั้นตอนการใชโปรแกรมตางๆ ในการวิเคราะหขอมูลลําดับเบสโดยใช 

Phylip package 
 

37 
6 ลําดับขั้นตอนการใชโปรแกรมตางๆ ในการวิเคราะห DNA fragmentsโดยใช 

Phylip package 
 

42 
7 ผลผลิต PCR ของไอโซเลทยีสตที่แยกจากลูกแปง ขาวหมาก และสาโท จํานวน 

12 ไอโซเลท 
 

55 
8 ผลผลิต PCR ของไอโซเลทยีสตที่แยกไดจากน้ําตาลเมา (ไอโซเลท CT) จํานวน 

13 ไอโซเลท 
 

56 
9 การเปรียบเทยีบลําดับเบสบริเวณ D1/D2 domain ของ 26S rDNA ของไอโซเลท

ยีสต ทั้งหมด 25 ไอโซเลท โดย Clustal X 
 

61 
10 ความแตกตางทางพันธุกรรม (Distance matrix) จากการวิเคราะหลําดบัเบส

บริเวณ D1/D2 domain ของยีสต  
 

66 
11 Phylogenetic tree ที่ไดจากการวิเคราะหลําดับเบสบริเวณ D1/D2 domain ของ

ยีสตจํานวน 25 ไอโซเลท 
 

67 
12 การเปรียบเทยีบลําดับเบสบริเวณ D1/D2 domain ของ 26S rDNA ของยสีต  

Saccharomyces cerevisiae 
 

70 
13 การเปรียบเทยีบลําดับเบสบริเวณ D1/D2 domain ของ 26S rDNA ของยสีต 

Saccharomycopsis fibuligera   
 

73 

 
 
 
(4) 



 

 สารบัญภาพ (ตอ)  
   

ภาพที ่  หนา 
   

14 ผลผลิต PCR ตรงตําแหนง D1/D2 domain ของ 26S  Large subunit ของยีสตทั้ง 
37 ไอโซเลท ที่จะนําไปวิเคราะห DHPLC 

 
76 

15 Profile ที่ไดจากการวิเคราะห DHPLC ของยีสต Saccharomyces cerevisiae (ก) 
และ Saccharomycopsis fibuligera  (ข) ทีอุ่ณหภูมิ 59 และ 58.5 องศาเซลเซียส  

 
77 

16 ผลการวิเคราะห microsatellite ของยีสต Saccharomyces cerevisiae 26 ไอโซเลท  78 
17 ลายพิมพดีเอน็เอของยีสต Saccharomyces cerevisiae ไอโซเลท S1, S2, S3, S4, 

S5, S6 และ S7 ที่ไดจากเทคนิค microsatellite ดวยไพรเมอรสําหรับตําแหนง 
SC8132X  

 
 

82 
18 ลายพิมพดีเอน็เอของยีสต Saccharomyces cerevisiae ไอโซเลท S8, S9, S10, 

S11, S12 และ CT1 ที่ไดจากเทคนิค microsatellite ดวยไพรเมอรสําหรับ
ตําแหนง SC8132X 

 
 

83 
19 ลายพิมพดีเอน็เอของยีสต Saccharomyces cerevisiae ไอโซเลท CT2, CT3, CT4, 

CT5, CT6 และ CT7 ที่ไดจากเทคนิค microsatellite ดวยไพรเมอรสําหรับ
ตําแหนง SC8132X 

 
 

84 
20 ลายพิมพดีเอน็เอของยีสต Saccharomyces cerevisiae ไอโซเลท CT8, CT10, 

CT11, CT13, RW1, RW3 และ RW4 ที่ไดจากเทคนิค microsatellite ดวยไพร
เมอรสําหรับตําแหนง SC8132X 

 
 

85 
21 Dendrogram ของเชื้อ Saccharomyces cerevisiae ที่ไดจากการวิเคราะหรูปแบบ

ลายพิมพดีเอน็เอจากเทคนิค microsatellite โดยอาศัยวิธี UPGMA  และคาทาง
สถิติ (bootstrap: 1000  replicates)  ตัวเลข bootstrap แสดงคาเปนเปอรเซ็นต 

 
 

86 
22 แผนที่การตัดดีเอ็นเอในไมโตคอนเดรีย (mtDNA- RFLP) ดวยเอ็นไซม HinfI 88 
23 ผลการวิเคราะห mtDNA- RFLP ของไอโซเลท Saccharomyces cerevisiae ใน

กลุมที่ 1 กลุมที่ 2 และกลุมที่ 3 
 

89 
24 ผลการสกัดดีเอ็นเอ เพื่อทดสอบ ISSR ในการจําแนกความแตกตางภายในสปชีส    

Saccharomycopsis fibuligera   
 

 
90 

 
 
 
(5) 



 

 สารบัญภาพ (ตอ)  
   

ภาพที ่  หนา 
   

25 ขนาดชิ้นสวนดีเอ็นเอของเชือ้ Saccharomycopsis fibuligera  จํานวน 11 ไอ     

โซเลท เมื่อเพิ่มปริมาณชิ้นสวนดเีอ็นเอโดยใชเทคนิค PCR ดวยไพรเมอร UBC 
811 

 
 

91 
26 ขนาดชิ้นสวนดีเอ็นเอของเชือ้ Saccharomycopsis fibuligera  จํานวน 11 ไอ     

โซเลท เมื่อเพิ่มปริมาณชิ้นสวนดเีอ็นเอโดยใชเทคนิค PCR ดวยไพรเมอร UBC  
818 

 
 

92 
27 ขนาดชิ้นสวนดีเอ็นเอของเชือ้ Saccharomycopsis fibuligera  จํานวน 11 ไอ     

โซเลท เมื่อเพิ่มปริมาณชิ้นสวนดเีอ็นเอโดยใชเทคนิค PCR ดวยไพรเมอร UBC 
857  

 
 

93 
28 ขนาดชิ้นสวนดีเอ็นเอของเชือ้ Saccharomycopsis fibuligera  จํานวน 11 ไอ     

โซเลท เมื่อเพิ่มปริมาณชิ้นสวนดเีอ็นเอโดยใชเทคนิค PCR ดวยไพรเมอร UBC 
880 

 
 

94 
29 ขนาดชิ้นสวนดีเอ็นเอของเชือ้ Saccharomycopsis fibuligera  จํานวน 11 ไอ     

โซเลท เมื่อเพิ่มปริมาณชิ้นสวนดเีอ็นเอโดยใชเทคนิค PCR ดวยไพรเมอร UBC 
888 

 
 

96 
30 ขนาดชิ้นสวนดีเอ็นเอของเชือ้ Saccharomycopsis fibuligera  จํานวน 11 ไอ     

โซเลท เมื่อเพิ่มปริมาณชิ้นสวนดเีอ็นเอโดยใชเทคนิค PCR ดวยไพรเมอร UBC 
889 

 
 

97 
31 ขนาดชิ้นสวนดีเอ็นเอของเชือ้ Saccharomycopsis fibuligera  จํานวน 11 ไอ     

โซเลท เมื่อเพิ่มปริมาณชิ้นสวนดเีอ็นเอโดยใชเทคนิค PCR ดวยไพรเมอร UBC 
890 

 
 

98 
32 ขนาดชิ้นสวนดีเอ็นเอของเชือ้ Saccharomycopsis fibuligera  จํานวน 11 ไอ     

โซเลท เมื่อเพิ่มปริมาณชิ้นสวนดเีอ็นเอโดยใชเทคนิค PCR ดวยไพรเมอร UBC 
891 

 
 

99 
33 Dendrogram ของเชื้อ Saccharomycopsis fibuligera  ที่ไดจากการวิเคราะห

รูปแบบลายพมิพดีเอ็นเอจากเทคนิค ISSR โดยอาศัยวิธี UPGMA   
 

105 

 
 
 
(6) 



 

 สารบัญภาพ (ตอ)  
   

ภาพที ่  หนา 
   

34 การจัดกลุม Saccharomycopsis fibuligera  11 ไอโซเลท โดยอาศยัการวิเคราะห 
ISSR ดวยไพรเมอร UBC 818 และ 857 

 
106 

35 การจัดกลุม Saccharomycopsis  fibuligera  11 ไอโซเลท โดยอาศยัการวิเคราะห 
DHPLC 

 
106 
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คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ 
 

act  =  actin gene 
AFLP  = Amplified Fragment Length Polymorphism 
ATC  = cycloheximide (ACTidione) 
ARA  = L-ARAbinose 
ARDRA= Amplified ribosomal DNA restriction analysis  
BLAST = Basic Local Alignment Search Tool 
CEL  = D-CELlobiose 
CLP-PFGE= Chromosome Length Polymorphism - Pulsed-Field Gel Electrophoresis 
CT = Coconut toddy 
DDBJ  =  DNA Data Bank of Japan  
DHPLC = Denaturing high-performance liquid chromatography  
DNA = deoxyribonucleic acid 
dNTP  =  deoxynucleotide triphosphate 
DRBC = Dichloran Rose-Bengal Chloramphinical Agar  
EMBL = The European Molecular Biology Laboratory  
ERY  = ERYthritol 
ESC  = ESCulin 
ETOH = ethyl alcohol 
FAM = 6-carboxy fluorescein  
GAL  = D-GALactose 
GLN  = GlucosamiNe 
GLU  = D-GLUcose 
GLY  = GLYcerol 
GNT  = potassium GlucoNaTe 
GRT  = sodium  GlucuRonaTe 
IGS = Intergenic spacer  
INO  = INOsitol 
 

 
 
 
(8) 



 

คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ (ตอ) 

 
IP-RP  = ion-pair reversed-phase  
ISSRs =  Inter-Simple Sequence Repeats 
ITS  = Internal Transcribed Spacer 
Kl. = Kluyveromyces  
LAC  = D-LACtose (bovine  origin) 
LAT  = LacTic acid 
LSU =  large subunit gene 
LVT  = lvulinic  acid (LeVulinaTe) 
MAL  = D-MALtose 
MAN  = D-MANnitol 
MDG  = Methyl-αD-Glucopyranoside 
MEA = Malt Extract Agar  
MEL  = D-MELibiose 
MLZ  = D-MeLeZitose 
mM  =  millimolar 
mtDNA = mitochondial DNA 
NaCl  =  sodium chloride 
NAG  = N-Acetyl-Glucosamine 
nDNA = nuclear DNA 
NCBI = The National Center for Biotechnology Information  
ng  =  nanogram 
O  = NO substrate 
ORF  = Open Reading Frames  
PCR  =  Polymerase chain reaction 
PLE  = PaLatinosE 
PFGE = Pulsed Field Gel Electrophoresis  
RAF  = D-RAFfinose 
RAPD  = Random Amplified Polymorphic DNA 

 
 
 
(9) 



 

คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ (ตอ) 

 
rDNA = ribosomal deoxyribonucleic acid 
RFLP  =  Restriction Fragment Length Polymorphism 
RHA  = L-RHAmnose 
RIB  = D-RIBose 
RNA  =  ribonucleic acid 
RNase  =  ribonuclease 
rRNA = ribosomal ribonucleic acid 
RW = rice wine  
SAC  = D-SACcharose (sucrose)  
SBE  = L-SOrBosE 
Sc. = Saccharomyces 
Sm. = Saccharomycopsis 
SNPs = Single Nucleotide Polymorphisms  
SOR  = D-SORbitol 
SSRs = Simple Sequence Repeats  
SSU = small subunit  
STS = Sequence-Tagged Site   
STRs  = Short Tandem Repeats 
TBE  =  Tris-borate-EDTA electrophoresis buffer solution 
TEAA = Triethylammonium acetate  
TRE  = D-TREhalose 
UBC  = University of British Columbia 
UPGMA = Unweighted Pair – Group Method Using the Arithmetic Average 
VNTR = Variable Number of Tandem  Repeats  
XYL  = D-XYLose 
YM = Yeast extract-Malt extract  
YMS = Yeast-Malt extract-Starch  
YPD = Yeast extract-Peptone-Dextrose medium  

 
 
 
(10) 



 

คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ (ตอ) 

 
2KG  = potassium 2-KetoGluconate 
°C  =  degree Celsius 
μl = micro liter 
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การศึกษาเทคนิคโมเลกุลสําหรับการระบุสายพันธุของยีสต จากอาหารหมกั  
และเครื่องดื่มแอลกอฮอลของไทย 

 
Study of Molecular Techniques for the Identification of Yeast Strains from 

Thai Fermented Food and Alcoholic Beverages 
 

คํานํา 
 

ยีสตเปนจุลินทรียที่มีบทบาทสําคัญในกระบวนการหมกั โดยเฉพาะกระบวนการหมักที่ทํา
ใหเกิดแอลกอฮอล สําหรับอาหารหมักและเครื่องดื่มพื้นเมืองของไทย ซ่ึงไดแก ขาวหมาก สาโท อุ  
น้ําตาลเมา และไวนผลไม จะมียีสตเปนจุลินทรียหลักที่ทาํใหเกิดแอลกอฮอล และสรางลักษณะกลิน่
รสเฉพาะของผลิตภัณฑ  ปจจุบันไดมีการนํายีสตบริสุทธิ์มาใชกันอยางกวางขวาง เพื่อขจัดปญหา
ความไมแนนอนในเรื่องคณุภาพของผลิตภัณฑ สงผลใหงานวจิัยตางๆ ที่เกี่ยวของกับการระบุสาย
พันธุยีสตมีความสําคัญมากขึ้น  

 
งานวิจัยที่เกี่ยวของกับการจัดจําแนก และระบุสปชีสของยีสตที่พบในอาหารหมักพื้นเมือง

ของไทยที่ผานมา เปนการแยกเชื้อจากกลาเชื้อท่ีใชในการหมักอาหารหมัก และเครื่องดื่ม (ชัยวัฒน, 
2520; มนตรี, 2521; ปราโมทย, 2521; สมพร, 2544) และทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมี สัณฐาน
วิทยาและสรีระวิทยา แลวนํามาเปรียบเทียบกับคุณสมบัติของยีสตแตละชนิดในอนุกรมวิธาน 
(Kurtman and Fell, 1998) แตขอจํากัดของวิธีการดังกลาวคือ ไมสามารถที่จะระบุสายพันธุของยีสต
ภายในสปชีสเดียวกันได ดวยขอจํากัดนี้สงผลใหมีการพัฒนาวิธีการตางๆ ระดับชีวโมเลกุล สําหรับ
การระบุสายพันธุยีสตมากขึ้น มีงานวิจัยหลายเรื่องที่ไดศึกษาการระบุสายพันธุยีสตในอาหารหมัก 
และเครื่องดื่มตางๆ เทคนิคทางโมเลกุลท่ีสามารถแยกความแตกตางของยีสตภายในสปชีสเดียวกัน
ได ไดแก การวิเคราะหตําแหนงไมโครแซทเทิลไลท (Field and Wills, 1998; Perez et al., 2001; 
Techera et al., 2001; Howell et al., 2004; Legras et al., 2005; Masneuf-Pomarède et al., 2006) 
การศึกษาวิเคราะหตําแหนงที่อยูระหวางตําแหนงไมโครแซทเทิลไลท หรือที่เรียกวา ISSRs (Inter-
Simple Sequence Repeats) (Kerrigan et al., 2003) การศึกษาแผนที่การตัดดีเอ็นเอในไมโตคอนเด
รีย หรือ mitochondial DNA–Restriction Fragment Length Polymorphisms (mtDNA-RFLP) 
(Querol  et al., 1992a/b, 1994; Lopez et al., 2001; Schuller et al., 2004; Barrajon et al., 2008)  
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นอกจากนี้ยังมีการศึกษาความแตกตางของการเคลื่อนที่ของโครโมโซมของยีสต หรือ CLP-PFGE 
(Chromosome Length Polymorphism - Pulsed-Field Gel Electrophoresis (Jespersen et al., 2000, 
2005; Gallagher, 2006) และการศึกษาเครื่องหมายดีเอ็นเอ (DNA marker) อ่ืนๆ เชน AFLP 
(Amplified Fragment Length Polymorphism) (Lopandic et al., 2007; Flores Berrios et al., 2005; 
Fuller et al., 2008) และ RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) (Pina et al., 2005; Huang 
et al., 2008) เปนตน สําหรับขอดีและขอจํากัดของแตละวิธีก็จะแตกตางกัน จําเปนจะตองพิจารณา
กอนที่จะนํามาศึกษา เพื่อใหไดงานวิจัยที่มีคุณภาพและมีความเหมาะสมกับงานวิจัยมากที่สุด 

 
งานวิจัยนี้เปนการนําเทคนิคทางโมเลกุล มาใชระบุความแตกตางของยีสตภายในสปชีส 

Saccharomyces  cerevisiae (Sc. cerevisiae) และ Saccharomycopsis  fibuligera  (Sm. fibuligera)
สําหรับเทคนิคทางโมเลกุลที่ถูกนํามาศึกษาความหลากหลายภายในสปชีส Sc. cerevisiae ไดแก 
เทคนิค Denaturing high-performance liquid chromatography (DHPLC), microsatellite และ 
mtDNA-RFLP และเทคนิคทางโมเลกุลที่ใชในการศึกษาความหลากหลายภายในสปชีส              
Sm. fibuligera ไดแก เทคนิค DHPLC และ Inter Simple Sequence Repeats (ISSRs) เปนตน โดย
ยีสต สปชีสดังกลาวที่ถูกแยกจากกลาเชื้อแหง อาหารหมัก และเครื่องดื่มพื้นเมืองของไทยแตละ
ประเภท แลวนํามาศึกษาความหลากหลายของยีสตในผลิตภัณฑแตละชนิด รวมกับการทดสอบ
ความสามารถในการใชสารประกอบคารบอน และการวิเคราะหลําดับเบสบริเวณ D1/D2 ของ large 
subunit (26S) rDNA ในการระบุสปชีสของยีสต  กอนที่จะศกึษาความหลากหลายทางพันธุกรรม
ระดับต่ํากวาสปชีส เพื่อประโยชนในการหาวิธีที่เหมาะสมในการระบุสายพันธุยีสตที่มีความสําคัญ
ในกระบวนการหมัก เพื่อปองกันการปนเปอนของจุลินทรีย หรือยีสตอ่ืน ที่ไมเกี่ยวของกับ
กระบวนการหมักไดทันเวลาในกระบวนการหมักระดับอุตสาหกรรม  และเพื่อจุดประสงคในการ
ควบคุมกระบวนการหมัก การสรางกลิ่นรส และลักษณะเฉพาะของยีสตในผลิตภัณฑแตละชนิด 
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วัตถุประสงค 
 
 1.  เพื่อศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของสายพันธุ Saccharomyces cerevisiae และ 
Saccharomycopsis fibuligera ในอาหารหมักและเครื่องดื่ม แอลกอฮอลพื้นเมืองของไทย 
 
 2.  เพื่อศึกษาวธีิการระบุ และจําแนกสายพนัธุของยีสตภายในสปชีส Saccharomyces 
cerevisiae และ Saccharomycopsis fibuligera 
 
 3.  เพื่อพัฒนา DNA marker ในการตรวจสอบยีสตเพื่อจุดประสงคในการควบคุม
กระบวนการหมักของอาหารหมัก และเครื่องดื่มแอลกอฮอลพื้นเมืองของไทย 
 
 4.  เพื่อเปรียบเทียบผลการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีสตโดยเครื่องหมายดี
เอ็นเอชนิดตางๆ 
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การตรวจเอกสาร 
 

1. อาหารหมัก และเครื่องดื่มแอลกอฮอลของไทย 
 

การหมัก (fermentation) ถือวาเปนหนึ่งในวิธีการแปรรูปและถนอมอาหารที่เกาแกที่สุดวิธี
หนึ่ง อาหารหมักและเครื่องดื่มแอลกอฮอลที่ไดจากการหมักเปนผลมาจากการทํางานรวมกันของ   
จุลินทรียทั้งชนิดที่เปนแบคทีเรีย ยีสต รา โดยเอนไซมของจุลินทรียตางๆ ซ่ึงอาหารหมักและ
เครื่องดื่มแอลกอฮอล ที่ไดจากการหมักหลายชนิด ในการผลิตเครื่องดื่มแอลกอฮอลไดมีการนํากลา
เชื้อผสมมาใชในกระบวนการหมักเพื่อเปนแหลงของจุลินทรีย สําหรับกลาเชื้อแหงของไทยไดแก 
ลูกแปง (traditional starter flat cakes) (ภาพที่ 1a) ซ่ึงถูกนํามาใชเปนกลาเชื้อในการหมัก ขาวหมาก 
(ภาพที่ 1b) และสุราพื้นบานของไทย เชน สาโทหรือน้ําขาว (ภาพที่ 1f) ที่ไดจากการหมักขาวเหนยีว
กับลูกแปงเหลา ซ่ึงราเสนใยในลูกแปงจะทําหนาที่ในการยอยแปงเปนน้ําตาล หรือที่เรียกวา
กระบวนการ saccharification  หลังจากหมักไดสักระยะหนึ่งก็จะมีน้ําซึมออกมาจากขาวเหนียว 
เรียกวาน้ําตอย (ภาพที่ 1c)  จากนั้นจะมีการเติมน้ํา หรือที่เรียกวาการผาน้ํา (ภาพท่ี 1d)  หมักตออีก
ระยะเพื่อใหไดแอลกอฮอลตามตองการ และเมื่อนําน้ําสาโทมากลั่นก็จะเรียกวาเหลากล่ัน ซ่ึงจะมี
แอลกอฮอลสูงกวา 15 เปอรเซ็นต กลาเชื้อท่ีมีลักษณะเชนเดียวกับลูกแปงที่ถูกนํามาใชในประเทศ
ตางๆ ในเอเชีย เชน Hamei ของอินเดีย, Ragi ของอินโดนีเซีย, Budob ของฟลิปปนส, Chu ของจีน, 
Naruk ของเกาหลี และ Marcha ของสิขิม เปนตน (Jeyaram et al., 2008) 

 
 อุเปนสุราพื้นบานของไทยอกีชนิดหนึ่งที่ไดจากการหมักขาวโดยลูกแปงเหลา เชนเดยีวกับ

สาโท แตตางกันที่อุจะใชขาวเหนียวผสมแกลบเปนวัตถุดิบ และหมักโดยระบบปดในไห (ภาพที่ 
1e) ซ่ึงปดปากไหดวยขี้เถาเพื่อใหเกิดกระบวนการหมักของยีสตในสภาวะปราศจากอากาศ สําหรับ
เครื่องดื่มแอลกอฮอลที่จัดเปนสุราพื้นบานของไทย แตไมไดใชกลาเชื้อดังกลาวขางตน ไดแก 
น้ําตาลเมาหรอืกระแช ซ่ึงไดจากการหมักน้ําตาลจากจั่นมะพราวหรือตนตาลโตนด นํามาใสไม
มะเกลือ (ภาพที่ 1 g/h) ซ่ึงกรรมวิธีในการผลิตทํากันเปนแบบอุตสาหกรรมในครวัเรือน การหมัก
จะเกิดขึ้นตามธรรมชาติโดยอาศัยยีสตที่มอียูในน้ําตาลสด ปริมาณแอลกอฮอลประมาณ 6-9%  
สําหรับเครื่องดื่มแอลกอฮอลพื้นเมืองจากประเทศอื่นๆ ในแถบเอเชยีที่ไดจากการหมักเชนเดยีวกับ
สาโท ไดแก Sake ของประเทศญี่ปุน, Shaoshinchu ของประเทศจีน, Tapai ของประเทศมาเลเซีย 
และ Yakju ของประเทศเกาหลี ซ่ึงลวนแลวแตใชขาวเปนวัตถุดิบทั้งสิน้ (Wellala et al., 2004) 
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ภาพที่ 1  ตัวอยางลูกแปง (a), ขาวหมาก (b), น้ําตอย (c), สาโทที่ผาน้ําแลว (d), อุ (e), สาโท (f),  
  ฟองกาซที่เกดิขึ้น (g) และไมมะเกลือ (h) ในระหวางการหมักน้ําตาลเมา 
 
 
 

a b 

d c 

e f 

g h 
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2. จุลินทรียท่ีมีบทบาทในกระบวนการหมักอาหารและเครื่องดื่มท่ีมีแอลกอฮอล 
 

ระบบการหมกัแบบดั้งเดิมของแตละประเทศสวนใหญ จะเปนการหมักที่เกดิขึน้เองตาม
ธรรมชาติ ไมมีระบบฆาเชือ้ที่มีประสิทธิภาพ จึงทําใหการหมกัเกดิขึ้นโดยอาศัยความสัมพันธกนั
ของจุลินทรียทั้งที่อยูในกลาเชื้อ ซ่ึงมีลักษณะเปนกลาเชือ้ผสม และเชื้อที่มีอยูเดิมที่อยูในภาชนะที่ใช
หมัก ซ่ึงหนาที่ของจุลินทรียที่มีอยูในกลาเชื้อก็จะทําหนาที่แตกตางกัน เชนราที่พบในกลาเชื้อก็จะมี
หนาที่หลักในการยอยแปงเปนน้ําตาล โดยอาศัยกจิกรรมเอนไซมอะมยัเลส สวนยีสตก็จะทําหนาที่
ในการเปลี่ยนน้ําตาลเปนแอลกอฮอลในเวลาตอมา นอกจากนี้ในกลาเชื้อยังพบแบคทีเรีย ซ่ึงสวน
ใหญก็จะเปนแบคทีเรียในกลุมแบคทีเรียแลกติก ซ่ึงมีความสําคัญในกระบวนการหมักขั้นที่สอง ทํา
ใหไดผลิตภัณฑที่มีรสชาติดีขึ้น เนื่องจากกิจกรรม malolactic fermentation นั่นเอง ไดมีงานวิจยั
ตางๆ ไดศึกษาจุลินทรียทีถู่กพบทั้งในกลาเชื้อและในระหวางกระบวนการหมัก โดยอาศัยทัง้วิธี
แบบดั้งเดิม และวิธีทางชีวโมเลกุล ซ่ึงผลการศึกษาบางสวนไดแสดงดังตอไปนี ้

 
งานวิจยัที่ศึกษาการระบุสปชีสของยีสตโดยอาศัยวิธีทางสณัฐานวิทยา สรีระวิทยา และ

ชีวเคมี ไดแก งานวิจยัของปราโมทย (2521) ไดศกึษาชนิดของยีสตในน้ําตาลสด และน้ําตาลเมา ซ่ึง
จากการศึกษาพบวาชนดิของยีสตที่พบมากในน้ําตาลสดไดแก Kloeckera apiculata และ 
Saccharomyces chevalieri ที่พบรองลงมาไดแก Cadida spp., Saccharomyces cerevisiae และ 
Pichia membranaefaciens ตามลําดับ ยีสตที่พบนอยและไมคอยมีความสําคัญนักไดแก Torulopsis, 
Hansenula, Rhodotorula และ Endomycopsis (ปจจุบนัเปลี่ยนชื่อเปน Saccharomycopsis) สําหรับ
ในน้ําตาลเมาเชื้อที่พบเปน Sc. chevalieri เกือบทั้งหมด จึงสรุปไดวา การหมักน้ําตาลสดใน
ระยะแรกโดยเฉพาะขณะที่กาํลังรองน้ําตาลอยูเปนการหมักโดยเชื้อ K. apiculata เปนสวนใหญแลว
ตามดวยการหมักของ Sc. chevalieri ซ่ึงเปนเชื้อสําคัญที่ทําใหเกิดการหมักเปนน้ําตาลเมาในที่สุด 

 
สมพร (2544)  ไดแยกและจดัจําแนกยีสตและราในลูกแปงทั้งชนิดลูกแปงเหลาและลกูแปง

ขาวหมาก โดยอาศัยวิธีทางสัณฐานวิทยา สรีระวิทยา และชีวเคมี พบวาจากลูกแปงขาวหมากจํานวน 
38 ตัวอยาง และลูกแปงเหลาจํานวน 19 ตัวอยาง ที่เก็บในประเทศไทย สามารถแยกยสีตจากลูกแปง
ขาวหมากไดจาํนวน 43 ไอโซแลท และราจํานวน 91 ไอโซเลท สวนลูกแปงเหลา สามารถแยกยีสต
ไดจํานวน 49 ไอโซเลท และราจํานวน 35 ไอโซเลท เมือ่นํายีสตทั้งหมดมาจัดจาํแนก พบวายีสตที่
แยกไดจากลูกแปงขาวหมากนั้นมีถึง 29 ไอโซเลท ที่ถูกจัดจําแนกเปน Saccharomycopsis 
fibuligera สวนที่เหลือเปน Candida rhagii (1), Issatchenkia orientalis (2), Pichia anomala (1), 
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Pichia burtonii (1), Pichia fabianii (1), Rhodotolura philyla (1), Torulaspora delbrueckii (1) และ 
Torulaspora globosa (2) สวนยีสตจากลูกแปงเหลาสวนใหญเปน Sm. fibuligera เชนกัน โดยมี
จํานวนถึง 17 ไอโซเลท ที่เหลือเปน Candida glabrata (3), C. rhagii (2), I. orientalis (3),              
P. anomala (6), P. burtonii (2), P. fabianii (2), Pichia heimii (1), Pichia mexicana (2), 
Saccharomyces cerevisiae (1), T. globosa (1) และ Trichosporon asahii (1) สําหรับราที่พบในลกู
แปงขาวหมากนั้นเปนสกุล Amylomyces 31 ไอโซเลท และ Rhizopus 27 ไอโซเลท ที่เหลือเปน 
Actinormucor (5), Aspergillus (9), Aspergilus niger group (13), Monascus (2), Mucor (2), 
Penicilluim (1) และราที่ไมสามารถจัดจําแนกไดอีก 1 ไอโซเลท สวนราที่พบในลูกแปงเหลาจดั
จําแนกไดเปน Rhizopus (15), Amylomyces (12), Actinomucor (5), Aspergillus niger group (2) และ 
Mucor (1) 

 
Wellala et al. (2004) ไดศึกษาการหมกัขาวโดยอาศยัยีสตสปชีส Saccharomyces ที่แยกมา

จากน้ําตาลจากจั่นมะพราวและตนตาลโตนดในประเทศศรีลังกา โดยเริ่มตนจากการคัดเลือกยีสตที่
ใหแอลกอฮอลสูงสุดในอาหารที่มีกลูโคส 15% หลังจากการหมกัทีอุ่ณหภูมิหอง (28±2 oC) วัด
ปริมาณแอลกอฮอลที่ได ซ่ึงปริมาณแอลกอฮอลสูงสุดของยีสตไอโซเลทตางๆ อยูในชวง 7.3-8.4% 
จากนั้นนําไอโซเลทที่หมักแอลกอฮอลไดสูงในการศึกษาขั้นตน มาทดลองหมกัโดยใชขาวเปน
วัตถุดิบรวมกบัรา Aspergillus oryzae พบวายีสตจํานวน 5 ไอโซเลทสามารถหมักขาวและใหแอ
ลกอฮฮลอยูในชวง 10.5-13.5%  

 
Dung (2007) ศึกษากลาเชื้อที่มีลักษณะคลายกับลูกแปงของไทย ซ่ึงเรียกวา men กลาเชื้อนี้

ไดนํามาใชเปนกลาเชื้อแหงในการหมกัไวนขาวของประเทศเวยีดนาม ซ่ึงพบวาราที่มีหนาที่หลักใน
กระบวนการหมักไดแก Amylomyces rouxii, Rhizopus oligosporus และ R. oryzae สําหรับ 
Saccharomyces cerevisiae เปนยีสตที่มีบทบาทหลักในกระบวนการผลิตเอทานอลในไวนขาว 
นอกจากนี้ยังมยีีสตสปชีสอ่ืนอีก แตไมมีบทบาทเดนมากนัก เชน Candida glabrata และ Pichia 
anomala เปนตน 

 
สําหรับงานวิจยัที่ไดนําวิธีทางโมเลกุลมาใชในการระบุสปชีสของยีสตที่แยกจากกลาเชื้อ

แหง และกระบวนการหมักเครื่องดื่มแอลกอฮอล ไดแก งานวิจยัของเสาวลักษณ (2547) ไดศึกษา
การระบุสปชีสยีสต ที่แยกจากลูกแปงและเครื่องดื่มแอลกอฮอลของไทย อาศยัวิธีทางชีวโมเลกุล
โดยการวิเคราะหลําดับเบสตรงตําแหนง rDNA ตรงสวนของ D1/D2 domain ที่อยูบริเวณ 5’ LSU 
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และสวนของ ITS-5.8S rDNA  พบวาทั้งสองตําแหนงที่ศึกษาใหผลการระบุสปชีส และการศึกษา
ความสัมพันธทางพันธุกรรมสอดคลองกัน และเสนอแนะวาลําดับเบสในสวนของ D1/D2 domain 
มีความเหมาะสม สะดวก และงายกวาในการวิเคราะหลําดับเบสเพือ่จุดประสงคในการระบุสปชีส
ของยีสต เนื่องจากขนาดของลําดับเบสบริเวณดังกลาวของทุกไอโซเลทอยูที่ประมาณ 600 นิวคลีโอ
ไทดเทากนั ซ่ึงงายตอการหาลําดับเบสโดยเครื่องหาลําดับเบสแบบอัตโนมัติ และงายตอการ
เปรียบเทียบลําดับเบสเพื่อศกึษาความสัมพันธทางพันธกุรรมของแตละสปชีสอีกดวย 

 
งานวิจยัลาสุดที่ศึกษาการระบุสปชีสของยีสตที่แยกมาจากกลาเชื้อที่เรียกวา Hamei ที่ใช

สําหรับการผลิตไวนขาวในอนิเดีย โดยอาศัยเทคนิคระดับโมเลกุล เร่ิมตนจากการแยกยีสตจาก
ตัวอยางกลาเชือ้ดังกลาวจํานวน 54 ตัวอยาง ซ่ึงไดยีสตทั้งหมดจํานวน 163 ไอโซเลท จากนั้นระบุส
ปชีสของยีสตโดยการวิเคราะหแผนที่การตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ (HaeIII, CfoI และ HinfI) ตรง
ตําแหนง rDNA ตรงสวนของยีน 5.8S rRNA  (ITS1-5.8S-ITS2) ที่ไดจากการเพิ่มจํานวนชิ้นดีเอ็นเอ
บริเวณดังกลาวดวยเทคนิค PCR พบวาผลการวิเคราะหใหรูปแบบการตัดจํานวน 17  รูปแบบที่
แตกตางกัน และเมื่อนําไปเปรียบเทียบกบัฐานขอมูล CBS yeast database พบวาใหรูปแบบการตัด
ตรงกับ 9 สปชีสดังนี้ Saccharomyces cerevisiae, Pichia anomala, P. guilliermondi, P. fabianii, 
Trichosporon sp., Candida tropicalis, C. parapsilosis, C. montana และ Torulaspora delbrueckii 
สําหรับอีก 8 รูปแบบ ไมตรงกับรูปแบบการตัดของยีสตใดเลยในจํานวน 288 สปชีสที่มีอยูใน
ฐานขอมูล 

 
ยีสตที่แยกไดจาก Hamei สวนใหญไดแกยีสตในสปชีส Sc. cerevisiae (32.5%),                

P. anomala (41.7%) และ Trichosporon sp. (8%). งานวิจยันี้ไดยนืยันผลการระบสุปชีสยีสตกลุม
ใหญๆ ขางตนอีกครั้ง โดยศึกษาแผนทีก่ารตัดโดยเอนไซม HindIII, EcoRI, DdeI และ MspI 
นอกจากนี้ยีสตในกลุม Sc. cerevisiae ยังถูกนํามาศึกษาตอเพื่อวเิคราะหความหลากหลายทาง
พันธุกรรมภายในสปชีสเดยีวกันโดยอาศยัวิธี Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) และเทคนิค 
mtDNA-RFLP โดยอาศยัเอนไซม HinfI และ HaeIII ซ่ึงพบวาเปนเทคนิคที่ใหความหลากหลายทาง
พันธุกรรมสูง (Jeyaram et al., 2008) 
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3.  ความสําคญัของวิธีการระบุสายพันธุยสีต 
 
การศึกษาพัฒนาเทคนิคและวิธีการที่งายและรวดเรว็สําหรับการระบ ุ (identification) และ

จัดจําแนก (characterization) สายพันธุยีสต เปนสิ่งจําเปนสําหรับอุตสาหกรรมอาหาร ซ่ึงเห็นไดชัด
ตั้งแตมีการใชยีสตอยางกวางขวางในกระบวนการผลิตอาหารหมักและเครื่องดื่มชนดิตางๆ เชน 
ไวน เบียร ไซเดอร ผลิตภัณฑเบเกอรี ่ เนย และเนื้อหมัก (cold meat) เปนตน สายพนัธุ 
Saccharomyces cerevisiae เปนสายพนัธุยีสตสวนใหญที่ถูกนํามาใชในอุตสาหกรรมอาหารและ
เครื่องดื่ม อยางไรก็ตามใชวาสายพันธุ Sc. cerevisiae ทุกสายพันธุจะมีความเหมาะสมใน
กระบวนการหมักอาหารและเครื่องดื่มประเภทตางๆ เนื่องจากกจิกรรมและบทบาทของยีสตแตละ
สายพันธุแตกตางกันในการผลิตอาหารและเครื่องดื่มแตละชนิด นอกจากนีย้ังพบวา Sc. cerevisiae 
ตางสายพันธุกนัยังสงผลตอรูปแบบของการสรางกลิ่นรสในระหวางการหมักแตกตางกันอีกดวย 
ยีสตแตละสายพันธุอาจมีปฏิสัมพันธกันในกระบวนการหมัก เชน ในขั้นตอนการยอยสลาย
สารอาหารและสารประกอบรวมกันของวิถีการสรางสารกลิ่นรสในผลิตภัณฑ เปนตน (Howell et 
al., 2004)  

 
ความตองการในการระบุสายพันธุยีสต เพื่อปรับปรุงคุณภาพสายพันธุยีสตที่จะนํามาใชใน

กระบวนการผลิตอาหารตางๆ ขางตน ยิ่งสงผลตอการพัฒนาเทคนิควิธีตางๆ ในการระบุและจดั
จําแนกสายพนัธุยีสตใหมีความนาสนใจมากขึ้น กระบวนการหมักเครื่องดื่มแอลกอฮอลในระดบั
อุตสาหกรรมในปจจุบัน ลวนแตจะใชเชื้อยีสตแหง (active dry yeast) โดยเฉพาะอยางยิ่งยีสตใน
กลุม Saccharomyces cerevisiae สายพันธุตางๆ เนื่องจากมักไมพบ Sc. cerevisiae บนผิวองุนที่ใช
ในการทําไวน หรือในลูกแปงที่ถูกใชเปนกลาเชื้อแหงสําหรับการหมักขาวหมาก และสาโทของไทย 
เนื่องจากยีสตดังกลาวตองการสภาพแวดลอมที่มีน้ําตาลสูง ซ่ึงจะเหน็ไดชัดจากกระบวนการหมกั
ไวนและสาโท เชน จะพบ Sc. cerevisiae ในสภาวะทีม่ีน้ําตาลจากองุนในกระบวนการหมักไวน 
และระยะหลังจากการยอยแปงเปนน้ําตาลโดยเชื้อราสกลุ Amylomyces และ Rhizopus ใน
กระบวนการหมักสาโท เปนตน และเนื่องจากยีสตสายพันธุที่เปน wild yeast ซ่ึงมีบทบาทใน
กระบวนการหมักแอลกอฮอล และเปนยสีตที่ทําใหเกดิกระบวนการหมักตามธรรมชาตินั้นมีจํานวน
ไมแนนอน การเจริญและการอยูรอดอาจขึ้นอยูกับยีสตอ่ืนๆ ทําใหกระบวนการหมักแตละครั้งมี
ความแตกตางกัน ไมสามารถคาดคะเนคุณภาพของผลิตภัณฑได ดังนัน้กระบวนการหมักเครื่องดืม่
แอลกอฮอลในระดับอุตสาหกรรม จึงนยิมใช starter ของยีสตมาใชในกระบวนการหมัก (inoculated 
ferementation) แทนทีจ่ะใชยีสตที่เกิดขึน้เองตามธรรมชาติ (natural fermentation) ดวยเหตุนี้เองทํา
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ใหการศกึษาเทคนิควิธีการที่สามารถบอกความแตกตางของยีสตระดบัสายพันธุ หรือยีสตภายในสป
ชีสเดียวกัน จึงเปนเรื่องทีน่าสนใจสําหรับนักจุลชีววทิยา ผูผลิต และผูใชยีสตดงักลาว เพื่อทีจ่ะ
ยืนยนัสายพนัธุยีสตที่ถูกนํามาใชในทางการคา (commercialized dry yeast) นั้น ยังคงเปนสายพันธุ
เดิม (original selected strain) อยูหรือไม  ปญหาดังกลาวไมสามารถพิสูจนไดโดยใชเทคนิคแบบ
ดั้งเดิม (conventional method) หรือถาพิสูจนไดก็จําเปนจะตองใชเวลานานในการวเิคราะห ซ่ึงไม
สามารถนําไปประยุกตใชไดในกระบวนการตรวจสอบระดับการผลิตในอุตสาหกรรม  
 
4.  การระบุสปชีสของยีสตโดยอาศัยเทคนิคทางชีวโมเลกุล 
 
 การศึกษาความหลากหลาย (diversity)  และการเปลี่ยนแปลง (dynamic)  ของจุลินทรีย  
โดยทั่วไปแลวจะใชวิธีการศกึษาโดยเทคนคิแบบดั้งเดิม (traditional microbiological techniques)  
เชน  การใชกลองจุลทรรศน (microscopy)  และการเพาะเลี้ยงจุลินทรยี (cultivation)  เพื่อใชในการ
จัดจาํแนก (classification)  และการระบุชนดิ (identification) ของจุลินทรีย  และเนื่องจากจุลินทรียมี
ขนาดเล็ก  มลัีกษณะภายนอกคลาย ๆ กนั  ไมแตกตางกันอยางชดัเจน  จึงสงผลใหการจัดจําแนก     
จุลินทรียโดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยา (morphology)  ทําไดคอนขางยาก     เชนเดียวกับการ
จําแนกจุลินทรียโดยอาศยัลักษณะทางสรรีะวิทยา  หรือกายวภิาควิทยา (physiology)  และลักษณะ
ทางชีวเคม ี (biochemistry)   ทําใหทิศทางการศึกษาจุลชีววิทยาในระยะหลังไดหนัไปสูการพัฒนา 
เทคนิคทางชีวโมเลกุล (molecular biology) หรือเครื่องหมายดเีอ็นเอ (DNA marker) มากขึ้น หลาย
วิธีถูกนํามาใชเพื่อขจัดปญหาดังกลาว และเพื่อจดุประสงคในการเพิ่มความรวดเร็วและความแมนยาํ
ในการระบุสปชีสของยีสต สําหรับตําแหนงดีเอ็นเอที่ถูกนํามาศึกษากันมาก ไดแก 
 

4.1  ribosomal DNA (rDNA) 
 
        การศึกษาดีเอ็นเอสวนของ ribosomal DNA (rDNA) ตําแหนงตางๆ เชน บริเวณ 5.8S 

rDNA และบริเวณ ribosomal intergenic spacer region เปนตน นอกจากนีย้ังมีการใชลําดับเบส
บริเวณ D1/D2 domain ที่อยูบริเวณ 5’ end ของ large subunit (26S) rDNA มาใชอยางแพรหลาย 
(เสาวลักษณ, 2547; Fell et al., 2000; Jespersen et al., 2005) ตําแหนงตางๆ ของ rDNA ที่ถูกนํามา
ศึกษา แสดงดงัภาพที่ 2 
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ภาพที่ 2  สวนของยีนตางๆ ที่อยูบน  rDNA ของ fungi 
 
ท่ีมา: Sugita and Nishilkawa (2003) 

 
        ยีนในกลุมของ  rRNA  โดยเฉพาะอยางยิ่งบริเวณ 5’ ของ large subunit gene (LSU) 

ถูกนํามาใชในการศึกษาลําดบัเบสของยีสตในกลุม  ascomycetous  (Kurtzman and Robnett, 1998) 
ซ่ึงการศึกษายสีตในปจจุบนันี้ สวนใหญแลวจะใชบริเวณนี้เปนตําแหนงของยีนที่มีการศึกษาหา
ลําดับเบส เพื่อนํามาใชประโยชนในการระบุสปชีสของยีสต  เนื่องจากลําดับเบสบริเวณดังกลาว
สามารถที่จะนํามาใชบอกความแตกตางของยีสตแตละสปชีสไดเปนอยางดี อยางไรก็ตามวิธีการ
ดังกลาวสามารถบอกความแตกตางของยีสตในระดับสปชีสเทานั้น บริเวณ 5  ของ large subunit 
gene นี้ จะมีสวนของลําดับเบสที่มีความหลากหลาย (variable regions) นั่นคือบริเวณ D1 และ D2 
ซ่ึงมีขนาดประมาณ 600 นิวคลีโอไทด  โดยตรงสวนบริเวณ D2 จะมีความหลากหลายมากกวา
ลําดับเบสบริเวณ D1  โดยจะแสดง 0-1% divergence ของลําดับเบสของยีสตภายในสายพนัธุ
เดียวกัน นอกจากนี้ยังมีรายงานวายีสตสปชีสที่มีความใกลชิดทางพนัธุกรรม (sibling species) 
ทั้งหมดสามารถแยกออกจากกันโดยอาศยัลําดับเบสบริเวณนี้ เชน ยีสตในจีนัส Issatchenkia, Pichia 
และ Saccharomyces เปนตน (Peterson and Kurtzman, 1991) 
 
         อยางไรกต็ามสําหรับในบางการศึกษาไดรายงานวาไมสามารถใชลําดับเบสบริเวณนี้
ในการบอกความแตกตางของ  Saccharomyces bayanus / Saccharomyces pastorianus และ 
Williopsis saturnus กับ variety sargentensis ได (Kurtzman and Robnett, 1998) และจากการ
เปรียบเทียบลําดับเบสของยสีตภายในสปชีสเดียวกันจากยีสตกลุม ascomycetous ทั้งหมด 103 สป
ชีสโดย Kurtzman and Robnett ในป 1998  แสดงใหเหน็ความแตกตางของลําดับเบสบริเวณ D1/D2  
ภายในสปชีสเดียวกันจะมีคาสูงสุดที่ 2 นิวคลีโอไทด  ซ่ึงจะแตกตางกนัในทกุสายพนัธุที่ศึกษา  มี
ลําดับเบสแตกตางกัน 3  นวิคลีโอไทดใน 3 สปชีส และมีลําดับเบสแตกตางกัน 6 นิวคลีโอไทดใน 1 
สปชีส อยางไรก็ตามจากการเปรียบเทียบยีสต 13 ชนิด (13 sibling species) ที่มีความใกลชิดทาง
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พันธุกรรม ที่มี  nuclear DNA (nDNA) relatedness ต่ํา ประมาณ 10–59%  แสดงความแตกตางของ
ลําดับเบสบริเวณนี้เพยีง 2 นิวคลีโอไทด ซ่ึงเปนที่นาสังเกตวาการที่จะใชลําดับเบสบริเวณนี้ในการ
บอกความแตกตางของยีสตทั้งภายใน (intra) และระหวาง (inter) สปชีสนั้น คอนขางจะไมชัดเจน 
เชน กรณีทีย่สีต 2 ตัวอยางมีลําดับเบสบริเวณนี้แตกตางกัน 3 นิวคลีโอไทด จะจดัใหยีสตทั้ง 2 
ตัวอยางอยูในกลุมเดียวกนัหรือจะจัดใหอยูตางกลุมกัน เปนตน ซ่ึงปกติแลวการจดักลุมของยีสตที่มี
ความแตกตางกันของลําดับเบสนอยกวา 3 นิวคลีโอไทดจะจดัอยูในพวกเดยีวกัน (conspecific) ซ่ึง
การสรุปเชนนีอ้าจเปนการสรุปที่ผิดในการที่จะศึกษาความหลากหลายของลําดับเบสของยีสตทั้ง
ภายใน และระหวางสปชีสของยีสต  
 

        ยีนในสวนของ small subunit (SSU) rRNA ถูกนาํมาใชอยางกวางขวางในการศึกษา  
phylogeny ของยีสตกลุม ascomycetous แตอยางไรก็ตามยังมีขอมูลลําดับเบสบริเวณนีไ้มมากนกัใน
การศึกษายีสตภายในกลุมสปชีสเดียวกัน ดังนั้นการนําลําดับเบสบริเวณดังกลาวมาศึกษายีสตที่มี
ความใกลชิดทางพันธุกรรมนั้นคอนขางทีจ่ะยากกวาการศึกษาลําดับเบสบริเวณ D1/D1 ของ LSU 
โดยทั่วไปแลวยีนในสวนของ  SSU จะมีลําดับเบสที่ conserve กวายีนในสวนของ  LSU และยีนใน
สวนของ  SSU มักจะถูกนํามาใชในจุดประสงคในการระบ ุ (identification) แตจะมีขอจํากัดในเรื่อง
ขนาดของลําดบัเบสบริเวณดงักลาว ซ่ึงจะตองวิเคราะหลําดับเบสถึง 1800 นิวคลีโอไทด ถึงจะ
เพียงพอเพื่อทีจ่ะนํามาใชในการบอกความแตกตางของยสีตได ซ่ึงจะเห็นไดวาลําดับเบสบริเวณ 
rDNA ตําแหนงตางๆ คอนขางจะมีความชัดเจน และมีประโยชนในการศึกษาเพื่อระบุยีสตใน
ระดับสปชีส จนถึงปจจุบันไดมีการหาลําดับเบสของ rDNA  จํานวนหลายรอยสายพันธุ และมกีาร
รวบรวมไวในคลังขอมูล เชนที่ The National Center for Biotechnology Information (NCBI) ที่เว็ป
ไซต http://www.ncbi.nlm.nih.gov หรือ The European Molecular Biology Laboratory (EMBL) ที่
เวปไซต http://www.embl.de หรือ DNA Data Bank of Japan (DDBJ) ที่เวปไซต 
www.ddbj.nig.ac.jp (สาวิตรี, 2549) 

 
         ลําดับเบสสวนของ rDNA ยังถูกนํามาใชรวมกับเทคนิค Amplified ribosomal DNA 
restriction analysis (ARDRA) โดยการศึกษาแผนที่การตดัชิ้นสวนผลผลิต PCR ตรงตําแหนงตางๆ 
บน rDNA เทคนิคนี้ถูกนํามาใชอยางกวางขวางในการศึกษาสิ่งมีชีวติทั้งที่เปน prokaryotes และ 
eukaryotes ซ่ึงเปนเทคนิคทีไ่มซับซอน รวดเรว็ และไมมีปญหาในการทําซ้ํา ลําดับเบสทั้งสวนที่
เปน conserved และ variable sequences มีความจําเปนสําหรับการแยกความแตกตางของสิ่งมีชีวิต 
และสามารถที่จะนํามาใชรวมกับ universal primers สําหรับตําแหนงที่มีความนิยมที่จะถูกนํามาใช
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ในการวิเคราะหดวยเทคนิคนี้ไดแก rDNA ทั้งสวนที่เปน LSU และ SSU และสวนของ internal 
transcribed spacer regions ตางๆ เชน ITS1, ITS2, IGS และ 5.8S  ที่อยูระหวาง ITS1 และ ITS 2 อีก
ดวย สําหรับจดุประสงคในการระบุสปชีสของยีสต Gente et al. (2007) ไดพัฒนา species-specific 
primers สําหรับระบุสปชีส Clavispora lusitaniae, Debaryomyces hansenii var. hansenii, 
Geotrichum candidum, Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces arxianus และ Yarrowia lipolytica  
เปนตน ในป 2008 Bockelmann et al. ไดใชเทคนิคนี้รวมกับเอน็ไซม Hin6I, HinfI and BsuRI ใน
การจัดจําแนกสายพันธุยีสต 92 สายพันธุ ใน 32 สปชีส ซ่ึงเปนตัวอยางยีสตที่มาจากแหลงผลิตนม
และเนย จากงานวิจยันี้ สามารถแยกสปชีสยีสตที่เปนสายพันธุปนเปอนออกจากยสีตที่มีบทบาทใน
กระบวนการผลิตไดจากผลของรูปแบบการตัด และขนาดของผลผลิต PCR นั่นเอง 
 

4.2  การศึกษายีนอื่นๆ สําหรับการจัดจําแนกยสีต 
 
        ยีน act1 (actin1) เปนยนีอีกตําแหนงหนึ่งที่ถูกนํามาศึกษา ยีนนี้มรีหัสสําหรับโปรตีน  

actin ประกอบดวยสวนของ coding region และ intervening sequence รวมความยาวประมาณ 1,200        
นิวคลีโอไทด ซ่ึงจากการศึกษายีสต Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae, 
Schizosaccharomyces pombe, Klyveromyces lactis และ Filobasidiella neoformans  พบวา act1 จะ
ถูกพบเปน single copy ในแตละ haploid genome ลําดับกรดอะมิโน ของโปรตีน actin จะ conserve 
สูง แตอยางไรก็ตามลําดับเบสของยีน actin จะมีความหลากหลายคอนขางสูง โดยเฉพาะลําดับเบส
ในตําแหนงที่ 3 ของ codon ซ่ึงจากลําดับเบสที่แตกตางกันนี่เอง เปนที่นาสนใจทีจ่ะนํายนีดังกลาว
มาศึกษาเพื่อบอกความแตกตางระหวางยีสตที่มีความสัมพันธทางพันธกุรรมใกลชิดกนั (Daniel et 
al., 2001)  

 
        นอกจากนี้มีผลงานวิจยัที่สรุปไดวา actin หรือลําดับเบสบริเวณ SSU อาจจะเปน 

marker ที่ดีกวาที่จะใชในจดุประสงคสําหรับการระบุยสีตในกลุม ascomycetous yeast ที่มีความ
ใกลชิดทางพนัธุกรรม นอกจากนีย้ังพบวาจากการเปรียบเทียบลําดบัเบสของยีน actin สามารถ
เปรียบเทียบไดอยางชัดเจน และงายกวา  เนื่องจากลําดับเบสของยีน actin ที่มีลําดับเบสที่ conserve 
สูงนั่นเอง อยางไรก็ตามการระบุยีสตยังขึน้อยูกับขอมูลตางๆ ในฐานขอมูล ซ่ึงลําดับเบสบริเวณ 
D1/D2 ในฐานขอมูลยีสตมีมากกวา 700 สปชีส ซ่ึงจะมีคอนขางมาก และมีประโยชนตอการ
เปรียบเทียบลําดับเบส และจะเห็นไดวาลําดับเบสบริเวณดังกลาวกม็ักจะถูกนํามาใชในการระบสุป
ชีสของยีสต โดยการเปรียบเทียบกับลําดบัเบสของสปชีสที่มีใกลเคียงกันของลําดับเบสมากที่สุดใน
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ฐานขอมูล  แตการระบุยีสตนั้นถาใชขอมลูของหลายยีน หรือใชลําดับเบสหลายๆ บริเวณ ก็จะสงผล
ใหการวิเคราะหมีความถูกตอง แมนยํามากยิ่งขึ้น (Daniel and Mayer, 2003) ลําดับเบสของยีน act1 
ยังถูกนํามาใชในการศึกษาความสัมพันธในรูปแบบของ phylogenetic relationship พบวาประสบ
ความสําเร็จในการศึกษาสิ่งมชีีวิตกลุมยูคารโิอต เชนกลุม fungi เปนตน   
 
5.  การวิเคราะหความแตกตางทางพันธุกรรมของยีสตภายในสปชีสเดียวกัน 
 

เทคนิคทางโมเลกุลที่ถูกนํามาใชในการระบุสายพันธุยีสต และบอกความแตกตางของยีสต
ภายในสปชีสตเดียวกนั ไดแก การใชวิธีการเพิ่มจํานวนชิ้นดีเอน็เอโดยเทคนิค PCR (Polymerase 
Chain Reaction) ตรงสวนดเีอ็นเอที่เปน intron spicing site (de Barros Lopez et al., 1996) และดี
เอ็นเอบริเวณ delta elements ซ่ึงเปนสวนของดีเอ็นเอทีอ่ยูขนาบขาง Ty1 retrotransposons ดีเอ็นเอ
บริเวณดังกลาว ถูกนํามาใชอยางกวางขวางในการบอกความแตกตางของสายพันธุยีสตในสปชีส   
Saccharomyces  cerevisiae (Ness et al., 1993) นอกจากนี้วิธีอ่ืนๆ ที่อาศัยเทคนิค PCR ไดแก วิธี 
RAPD (Ramdom amplified polymorphic DNA) ซ่ึงเปนวิธีการเพิ่มจาํนวนชิน้ดีเอน็เอแบบสุมโดย
อาศัยไพรเมอรขนาด 5-15 เมอร  สําหรับผลการแยกความแตกตางในระดับต่ํากวา หรือสูงกวาสป
ชีสนั้นขึ้นอยูกบัไพรเมอรที่ใช อยางไรกต็ามปญหาหนึ่งที่สําคัญของวิธีดังกลาวคือ ความไมเสถียร
ในการทําซ้ํา ซ่ึงมักจะใหเกดิ low stable (nonrepetitive) pattern  

 
AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) เปนอีกวิธีหนึ่งที่ถูกนํามาใชในการ

วิเคราะหความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีสตในกลุมที่เปนสายพันธุทางการคา และไอโซเลท
ยีสตที่แยกไดจากการหมักไวน (de Barros Lopez et al., 1999) วิธีดังกลาวเปนวิธีที่มีประโยชนใน
การนํามาใชในการบงบอกความแตกตางของยีสตทั้งระดับสปชีส และระดับต่ํากวาสปชีส 
(subspecies levels) นอกจากนี้ยังถูกนํามาใชในการบอกความแตกตางของสายพันธุผสม (hybrid) 
อีกดวย (de Barros Lopez et al., 2002) ถึงแมวาวิธีนี้จะใชแรงงานมากกวาวิธีอ่ืนๆ ขางตน แตการ
วิเคราะหดวยวิธี AFLP จะมีขอไดเปรียบในเรื่องความเสถียรในการทําซ้ํา (reproducibility) 

 
Electrophoretic karyotypes เปนวิธีที่มปีระโยชนในการนํามาใชศกึษาความหลากหลาย

ของโครโมโซมของสายพันธุยีสตที่ใชทางการคา เทคนิคดังกลาวเปนเทคนิคที่อาศัยหลักการของ 
DNA fingerprinting ซ่ึงสามารถนํามาใชบอกความแตกตางของสายพันธุยีสตไดเชนเดียวกนั การ
บอกความแตกตางของสายพันธุยีสต โดยอาศัยความหลากหลายของความยาวของโครโมโซมหรือ 
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Chromosome Length Polymorphism รวมกับเทคนิค Pulsed-Field Gel Electrophoresis (CLP-
PFGE) เปนอกีตัวอยางหนึ่งในการศึกษา electrophoretic karyotypes 

 
จากการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของสายพันธุยีสต Saccharomyces cerevisiae 

สายพันธุปนเปอน และชนดิที่เปน lager brewing yeasts ในเครื่องดื่มประเภท lager จํานวน 38 และ 
15 ไอโซเลท ตามลําดับ โดยอาศัยเทคนคิ CLP-PFGE พบวาขนาดโครโมโซมของยีสตอยูในชวง 
200-1600 กิโลเบส ความหลากหลายของขนาดโครโมโซมดังกลาว สามารถแสดงใหเห็นถึงความ
แตกตางระหวางไอโซเลทยีสตชนิดปนเปอนสวนใหญกบัยีสตชนิดที่เปน larger brewing yeasts 
ทั้งหมดได (Jespersen et al., 2000) นอกจากนี้การใชเทคนิค CLP-PFGE ไดประสบความสําเร็จใน
การบอกความแตกตางของสายพันธุยีสตในสปชีสอ่ืน  ไดแก Candida krusei, Debaryomyces 
hansenii, Hanseniaspora spp., Sc. cerevisiae และ Saccharomyces pastorianus  เปนตน (Jespersen 
et al., 2005) งานวิจยัลาสุดของ Jeyaram et al. (2008) ไดใชเทคนิคดังกลาวนี้ ในการจัดกลุมยีสตส
ปชีส Sc. cerevisiae ที่ถูกนํามาใชในระดับอุตสาหกรรม โดยสามารถจัดกลุม Sc. cerevisiae จํานวน 
52 ไอโซเลทออกเปน 32 กลุม โดยพิจารณาจากรปูแบบของผลการเคลื่อนที่ของโครโมโซมที่
ปรากฏบนเจล โดยขนาดของโครโมโซมที่ปรากฏมีขนาดตั้งแต 200 kb ถึง 22,000 kb เปนตน 
สําหรับการวิเคราะห PFGE ในยีสตแตละสปชีสนั้น อาศัยหลักการเดียวกันแตอาจแตกตางกันบาง
ในเรื่องของการหาสภาวะตางๆ ในการทํา electrophoresis ใหเหมาะสมในการแยกดีเอ็นเอของแต
ละสปชีส และสําหรับ pattern ที่ไดจากการวิเคราะหดวย PFGE จะมีความเสถียร และไมมีปญหาใน
การทําซ้ําทั้งภายในหองปฏิบัติการ และระหวางหองปฏิบัติการ ซ่ึงจะเห็นไดวาเทคนคิ PFGE เปน
อีกทางเลือกหนึ่งในการศึกษาความแตกตางของสายพันธุยีสตในปจจุบนั  
 
6.  เคร่ืองหมายดีเอ็นเอที่ใชในการศึกษาความหลากหลายของยีสต 
 
 เครื่องหมายดีเอ็นเอที่ใชในการศึกษาความหลากหลายของยีสตที่ถูกนํามาใชในการศึกษา
ในงานวิจัยนี้ ไดแก การวิเคราะห microsatellite, การวิเคราะหแผนที่การตัดดีเอ็นเอในไมโตคอนเด
รีย  mtDNA-RFLP, การวิเคราะห ISSR และการวิเคราะห DHPLC ซ่ึงรายละเอียดหลักการ และการ
ประยุกตใชของของเทคนิคดังกลาวขางตน ไดแสดงไวในหัวขอตางๆ ดังตอไปนี้ 
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6.1  การวิเคราะห Microsatellite 
  
        Microsatellites หรือ SSRs (Simple Sequence Repeats) หรือ STRs (Short Tandem 
Repeats) เปนลําดับเบสของดีเอ็นเอขนาดความยาวประมาณ 1-10 นิวคลีโอไทด ที่มีลักษณะเรียงตอ
ซํ้าๆ กันอยางตอเนื่องในลักษณะ tandem repeats กระจายอยูทัว่ทั้งจีโนม ลําดับเบสซ้ําๆ กันนี้ เปน
องคประกอบสําคัญของดีเอ็นเอของสิ่งมีชีวิตชั้นสูง และลําดับเบสดงักลาวจะมีความแตกตางของ
ความยาวคอนขางสูง อันเนื่องมาจากความผิดพลาดในขั้นตอนการเพิม่จํานวนดีเอน็เอ (DNA 
replication) ไดแก การเกดิ slipped-strand misparing หรือ replication slippage และการผิดพลาดใน
ขั้นตอน crossing over ในกระบวนการไมโอซิส (Gallego et al., 2005) ทําใหการวิเคราะห 
microsatellites แสดงถึงระดับความหลากหลายระหวางสปชีส และภายในสปชีสของสิ่งมีชีวิตได 
ดังนั้นจึงมกีารพัฒนาไพรเมอรที่จําเพาะทีอ่ยูบริเวณทั้งสองขางของดีเอ็นเอชุดซ้ําๆ เพื่อที่จะเพิ่ม
จํานวนดีเอน็เอบริเวณดังกลาวในการศึกษาโพลีมอรฟซึม (polymorphism) หรือความหลากหลาย
ของดีเอ็นเอ โดยอาศัยความแตกตางในดานความยาวของดีเอ็นเอ  หรือความแตกตางของปริมาณ
หรือหนวยที่เปน tandem repeats หรือที่เรียกวา Variable Number of Tandem  Repeats (VNTR)  
 
        ขอดีที่สําคัญของวิธีนี้กค็ือมีความเสถียรในการทําซ้ํา (Masneuf-Pomarède et al., 2006) 
เพราะการวิเคราะหความหลากหลายดังกลาวจะใชไพรเมอรที่มีความจําเพาะ (specific primer) ดวย
เหตุนี้เองจึงใชอุณหภูมิสูงในขั้นตอนการ annealing เพื่อเพิ่มจํานวนชิ้นดีเอ็นเอสายสัน้ๆ นอกจากนี้
ผลการวิเคราะหยังสามารถถูกนํามาใชเพื่อแสดงความยาวของอัลลีล (allele) และใหขอมูลในเชงิ
ปริมาณแทนทีจ่ะเปนเพียงรูปแบบของแถบดีเอ็นเอ เชนเดียวกับการวิเคราะห RAPDs และ AFLP 
วิธีนี้ยังสามารถวิเคราะหไดทีละหลายๆ ตัวอยาง และหลายๆ ตําแหนง ผลการวิเคราะหบริเวณ
ตําแหนง microsatellite เดียวกันของแตละหองปฏิบัติการอาจแตกตางกันบางเล็กนอย เนื่องจาก
ความแตกตางของวิธีการ (ไพรเมอรที่ติดฉลากดวย fluorescein และการวเิคราะหลําดับเบสแบบ
อัตโนมัติ กับการยอมเจลดวย silver) แตความแตกตางที่เกิดขึ้นสามารถที่จะแกไขไดงายๆ โดยการ
ใชดีเอ็นเอมาตรฐานเดียวกันในการเปรยีบเทียบ (Techera et al., 2001)  

 
       ยีสตมีตําแหนง microsatellite ที่มีความหลากหลายสูง และมีความสําคัญที่จะนํามา

ประยุกตใชเปน Sequence-Tagged Site (STS) marker  ซ่ึงจะนําไปสูการพัฒนาการวิเคราะหความ
หลากหลายของสิ่งมีชีวิตพวกยูคาริโอต โดยเฉพาะจีโนมของ Saccharomyces cerevisiae มีตําแหนง
ของ microsatellite มากมายซึ่งกระจายอยูทั่วทั้ง 16 โครโมโซม รวมถึงดีเอ็นเอที่อยูในไมโตคอน   
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เดรียดวย microatellite บางตําแหนงสามารถนํามาใชในการระบุและบอกความแตกตางระหวางสาย
พันธุของ Sc. cerevisiae ได นอกจากนีย้ังมีการสรางฐานขอมูล Saccharomyces Genome Database 
(SGD) เพื่อใหความรูเกีย่วกับแนวทางในการวิเคราะหและเขาถึงความรูเกีย่วกับยีสตดังกลาวได
อยางรวดเรว็ เพียงแคใชผานเครือขายอินเตอรเน็ต ก็สามารถที่จะหาตาํแหนง microsattelite ของ
ยีสตดังกลาวได (Perez et al., 2001) บริเวณของดีเอ็นเอในจีโนมของ Sc. cerevisiae ที่เปนบริเวณที่
มีความหลากหลายสงู (hypervariable microsatellite) ถูกนํามาแสดงความหลากหลายของสายพันธุ
ตางๆ และจากการใชโปรแกรมคอมพิวเตอรในการคนหารูปแบบของ short tandem repeat ของดี
เอ็นเอบนจีโนมของสิ่งมีชีวิตที่มีจีโนมขนาดเล็กๆ และมีขอมูลลําดับเบสที่สมบูรณรวมถึงยีสตดวย 
พบวาลําดับเบสที่เปน trinucleotide repeat สามารถที่จะใชเพื่อจีโนไทปสายพันธุยีสตได (Field and 
Wills, 1998) 
  

       ในป 2001 Techera et al.  ไดใชการวิเคราะห microsatellite เปนเครื่องหมาย (marker) 
เพื่อบอกความแตกตางของสายพันธุยีสต โดยศึกษา microsatellite จํานวน 3 ตําแหนง คือ 
SCYOR267C, SC8132X และ SCPTSY7 ในการบอกความแตกตางของสายพันธุยีสต 9 สายพันธุ ที่
ถูกนํามาใชในอุตสาหกรรมไวน และใชในการผลิตไวนที่มีลักษณะแตกตางกันของสาธารณรัฐ
อุรุกวัย ซ่ึงยีสตจํานวน 6 ใน 9 สายพันธุที่นํามาศึกษา ถูกคัดเลือกมาจากสายพนัธุดั้งเดิม (native 
strain) ที่แยกไดจากโรงงานไวน และอีก 3 สายพันธุเปนสายพันธุทางการคาที่มีใชกันอยูทั่วไป จาก
การศึกษาพบวาการใช microsatellite marker เฉพาะ SCYOR267C และ  SC8132X  ก็เพยีงพอ
สําหรับบอกความแตกตางของสายพันธุยสีตที่นํามาศึกษา สําหรับระดับของ polymorphism และ 
heterozygosity ที่ไดก็ใหผลเชนเดยีวกับทีม่ีรายงานไวในงานวจิัยของ Field and Wills ป 1998 ที่
ศึกษาในสายพนัธุยีสตที่ถูกใชในหองปฏิบตัิการ งานวิจยันี้ยังใชวิธีการสกัดดีเอ็นเอที่รวดเร็ว และ
สามารถวิเคราะหผลภายใน 14 ชั่วโมง และยังแนะนําใหใช microsatellite marker เปนวิธีที่ใช
วิเคราะหอยูประจํา  (routine) ในการแยกความแตกตางของสายพันธุยสีตที่ใชในการทําไวนอีกดวย 
  

       ในป 2004 Howell et al. ไดพัฒนาวิธีการวิเคราะห microsatellite ซ่ึงเปนวิธีแรกที่เปน
การนําวิธีดังกลาวมาประยุกตใชเพื่อที่จะศึกษาโครงสรางประชากรของยีสตในกระบวนการหมัก
ไวนระดับหองปฏิบัติการ โดยศึกษาตรงตําแหนง SC8132X เพื่อหาความแตกตางของสายพันธุยีสต 
Saccharomyces cerevisiae และยังไดใชวิธีการนี้มาศึกษาในกระบวนการหมักที่ใชยีสต                
Sc. cerevisiae สายพันธุตางๆ รวมกัน เพื่อทดสอบวิธีการวิเคราะหดังกลาว ภายใตสภาวะที่ใกลเคียง
กับที่หมักจริงในอุตสาหกรรม นอกจากนี้การศึกษาในครั้งนี้ยังเปนหลักฐานชิ้นแรกของการเจริญ
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และการเปลี่ยนแปลงประชากรของ Sc. cerevisiae สายพันธุตางๆ โดยวิธีเชิงปริมาณ (quantitative) 
โดยอาศัย PCR profiles การศึกษาดังกลาวยังเปนวิธีการนําไปสูการศึกษาความสัมพันธระหวาง
กระบวนการหมักโดยสายพันธุยีสตผสม กับองคประกอบและกลิ่นรสที่เกิดขึ้นระหวางการหมัก
ไวนอีกดวย เนื่องจากความแตกตางของสัดสวนของสายพันธุยีสตในแตละชวงของการหมักมีผลตอ
กล่ินรสของไวน ยีสตจะผลิตเอสเทอรที่สําคัญในชวงแรกๆ ของการหมัก และผลิตแอลกอฮอล
ในชวงตอมา ดังนั้นปริมาณของยีสตจึงสําคัญในแตละชวงของการหมัก เนื่องจากจะมีผลตอ
ความสามารถในการชักนําใหเกิดการสรางกลิ่นรสในไวน และสามารถที่จะเปลี่ยนแปลงรูปแบบ
ของกลิ่นรสในไวนดวย การตรวจติดตามสัดสวนของสายพันธุยีสตระหวางกระบวนการหมักจึงมี
ความสําคัญในกระบวนการหมักที่ใชยีสตมากกวา 1 สายพันธุ การพัฒนาเทคนิค microsatellite ใน
การระบุสายพันธุยีสต สามารถนํามาใชเพื่อชวยในการเตรียมยีสตใหมีปริมาณที่เหมาะสม และใช
เพื่อทํานายการเปลี่ยนแปลงของกลิ่นรสในไวนได 
 
 ในป 2005 Legras et al. ไดสํารวจความแตกตางดานพันธุกรรม ที่สามารถถูก
ตรวจสอบไดโดยตําแหนงของ microsatellite ตําแหนงตางๆ ในสายพันธุตางๆ ของ Saccharomyces 
cerevisiae เพื่อที่จะพัฒนาประสิทธิภาพของการวิเคราะหโดยใช microsatellite จากตําแหนงที่ใชใน
การวิเคราะหทั้งหมด 41 ตําแหนง (ตําแหนงใหม 23 ตําแหนง และ 18 ตําแหนงที่มีรายงานไวแลว) 
ใน Sc. cerevisiae 10 สายพันธุ ทั้ง 41 ตําแหนงกระจายอยูในโครโมโซมยีสตทั้ง 16 โครโมโซม ซ่ึง
มี 30 ตําแหนงที่อยูบริเวณ Open Reading Frames (ORF) พบวาเมื่อวิเคราะห PCR product ที่ไดจาก
การเพิ่มสวนของดีเอ็นเอโดยอาศัยไพรเมอรทั้ง 41  คู โดยวิธี gel electrophoresis จะมี 29 ตําแหนงที่
สามารถแสดงความแตกตางของยีสตได และจากการวเิคราะหขนาดของ PCR product ของตําแหนง 
microsatellite 21 ตําแหนง (ตําแหนงใหม 8 ตําแหนง และที่มีรายงานไวแลว 13 ตําแหนง) ของยีสต 
46 สายพันธุ โดยวิธี capillary electrophoresis พบวามี 6 ตําแหนง (SCAAT1, YOR267C, C4, C5, 
C11 และ YPL009C) มีความหลากหลายมากที่สุดที่จะนํามาศึกษาในยีสต Sc. cerevisiae และ 3 ใน  
6 ตําแหนงนั้นไดถูกรายงานเปนครั้งแรกในงานวิจัยนี้ ผลการวิเคราะหทั้ง 6 ตําแหนง รวมกันนั้นจะ
เปนเทคนิคที่มีความสามารถในการบอกความแตกตางของสายพันธุยีสตไดสูง นอกจากนี้ 
dendogram ที่ไดจากการวิเคราะหดวยเทคนิคนี้ของทั้ง 6 ตําแหนง ในยีสตทั้งหมด 67 สายพันธุ ยัง
แสดงถึงการจัดกลุมของยีสต แสดงความสัมพันธระหวางแหลงที่มาของยีสต (geographic origin) 
และลักษณะทางพันธุกรรม (genetic characteristics) รวมถึงความสัมพันธระหวางสายพันธุยีสตอีก
ดวย  
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        Jubany et al. (2008) ไดศึกษายีสตทีแ่ยกมาจากอาหารและเครื่องดื่มที่ไดจากการหมัก 
มีจุดประสงคเพื่อหาเทคนิควธีิที่เหมาะสมในการระบุสายพันธุของยีสต Saccharomyces cerevisiae 
โดยอาศัยความหลากหลายของตําแหนง microsatellite และ/หรือ single nucleotide polymorphisms 
(SNPs) จากการศึกษาตําแหนง microsatellite จํานวน 9 ตําแหนง โดยคัดเลือกจาก 33 ตําแหนง 
พบวาสายพนัธุ wine yeast ทั้งหมดจํานวน 120 สายพันธุ จากแหลงตางๆ  สามารถแยกไดเปน 29 
สายพันธุ  และไดเสนอแนะเว็ปไซตเกี่ยวกบัตําแหนง microsatellite ของยีสต Sc. cerevisiae หรือ 
The Saccharomyces cerevisiae Microsatellites และ SNPs Genotyping Database ที่เว็ปไซต  
5www.pasteur.edu.uy/yeast  เพื่อประโยชนในการศึกษาเพิ่มเติมอีกดวย 
 

6.2  การวิเคราะหดเีอ็นเอในไมโตคอนเดรยี 
 

       การวิเคราะหแผนที่การตัดดีเอ็นเอที่อยูในไมโตคอนเดรียดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ หรือ 
mitochondial DNA–Restriction Fragment Length Polymorphisms (mtDNA-RFLP) เปนวิธีที่ถูก
นํามาใชบอกความแตกตางของสายพันธุยีสตมาเปนเวลานานแลว mitochondrial DNA 
polymorphisms ถูกนํามาประยุกตใช และประสบผลสําเร็จในการศึกษาสายพันธุยีสตที่ใชในการ
หมักไวน ซ่ึงมีงานวิจัยหลายเรื่องกอนหนานี้ไดพัฒนาวิธีการแยก mtDNA เชนงานวิจัยของ 
6 HGargouri (1989) ไดปรับปรุงวิธีการแยก mtDNA ใหเร็วข้ึน โดยไมจําเปนตองผานขั้นตอนการ 
treat ดวยฟนอล ซ่ึงจะชวยลดระยะเวลาในการทดลอง และใหผลผลิตของ mtDNA บริสุทธิ์สูง  
ปริมาณอยูในชวง 50-100 μg ตอ 100 มิลลิลิตร ของยีสตเร่ิมตน ซ่ึงสามารถนําไปใชในการวิเคราะห
ตางๆ ไดตอไป เชน การวิเคราะห restriction enzyme digestion, electrophoresis, blotting, labeling, 
cloning และ sequencing เปนตน อยางไรก็ตาม mtDNA-RFLP ก็เปนวิธีที่คอนขางซับซอน 
โดยเฉพาะอยางยิ่งในขั้นตอนของการสกัดดีเอ็นเอจากไมโตคอนเดรียใหไดปริมาณที่เพียงพอ 
เพื่อที่จะนํามาวิเคราะหแผนที่การตัดในขั้นตอนตอไป ซ่ึงจะมีปญหาที่จะนํามาใชในการวิเคราะห
ในลักษณะของ routine analysis จนกระทั่งป 1992(a)  Querol et al. ไดพัฒนาวิธีดังกลาว เพื่อ
จุดประสงคในการลดระยะเวลา และความซับซอนของการวิเคราะห ในขณะเดียวกันยังเปนการเพิ่ม
ประสิทธิภาพในการแยกความแตกตางของยีสต และความเสถียรในการวิเคราะห mtDNA-RFLP จงึ
กลายมาเปนเทคนิคที่งาย และตอมาไดประสบความสําเร็จในการแยกความแตกตางของสายพันธุ
ยีสตในสปชีสตางๆ ไดแก ยีสตในสกุล Brettanomyces, Candida, Debaryomyces, Kluyveromyces, 
Saccharomyces และ Zygosaccharomycs เปนตน  
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      ในการพัฒนาเทคนิคดังกลาว Querol et al. (1992a) ไดพัฒนาการวิเคราะหแผนที่การ
ตัด mtDNA โดยอาศัยเอ็นไซมตัดจําเพาะ (restriction endonuclease) โดยไมตองแยกไมโตคอนเดรยี 
และ mtDNA ใหบริสุทธิ์ (โดยวิธี ultracentrifugation ดวย sucrose gradient และ cesium chloride 
(CsCl) gradients ตามลําดับ) กอนที่จะมาตัดดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ  การทดลองนี้สามารถทําได
โดยการแยก DNA ทั้งหมดจากเซลลยีสตโดยอาศัยวิธี standard miniprep และใชเอน็ไซม  G+C rich 
restriction endonuclease ในการตัดสายดเีอ็นเอ เอ็นไซมที่ถูกนํามาใชในการศึกษาไดแก เอน็ไซมที่
มีตําแหนงจดจาํ 4 เบส เชน AluI, HaeIII, HpaII, MaeI, MaeII, MboI, Sau3AI, RsaI, TaqI หรือ 5 
เบส เชน DdeI, HinfI, MaeIII เปนตน เนื่องจากดีเอน็เอในนิวเคลียส (nuclear DNA) มีทั้งขนาดและ
ความยาวที่มากกวาดีเอ็นเอในไมโตคอนเดรีย (mtDNA)  และเอ็นไซมดังกลาวมีตําแหนงจดจําสวน
ใหญอยูบนสายดีเอ็นเอในนวิเคลียส และมีตําแหนงจดจาํ 2-3 ตําแหนงบนสายดีเอน็เอในไมโตคอน
เดรีย สงผลใหรูปแบบการตดั mtDNA ดวยเอ็นไซมตัดจาํเพาะดังกลาวแสดงใหเห็นถึงแผนที่การตัด
ไดอยางชัดเจน และสามารถตรวจสอบไดอยางงายดายบนเจลอะกาโรสโดยใชเทคนิคอิเล็คโทรโฟรี
ซิส วิธีนี้จึงเปนไปไดทีจ่ะถูกนํามาใชในการวิเคราะห RFLP เพื่อบงบอกความแตกตางระหวาง 
mtDNA ของยีสต  การวิเคราะหนี้ทําไดงาย ไมมีปญหาในการทําซ้ํา และใหผลรวดเร็ว โดยใชเวลา
ในการสกัดดีเอ็นเอ 3 ชั่วโมง เวลาในการยอยดวยเอนไซม 2 ช่ัวโมง และข้ันตอนการแยกชิน้ดีเอ็นเอ
โดยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิส 2 ชั่วโมง ซ่ึงจากการศึกษาดังกลาวพบวาการวิเคราะห mtDNA restriction 
มีความเหมาะสมในการจัดจาํแนกสายพันธุยีสต Saccharomyces cerevisiae ที่ใชในการทําไวน  
(Querol  et al., 1992a , 1994) 

 
       ในปเดียวกัน Querol et al. (1992b) ไดพัฒนาการวิเคราะหดวยเทคนิค mtDNA-RFLP 

ใหมีความรวดเร็ว งาย และลดคาใชจายในการวิเคราะห เพื่อจุดประสงคในการควบคุมกระบวนการ
หมักไวน ที่ถูกชักนําใหเกิดกระบวนการหมักโดยสายพันธุ active dry yeast หรือเรียกวา
กระบวนการหมักแบบ inoculated fermentation เนื่องจากเปนวิธีที่งายและรวดเร็ว ผลที่ไดจากการ
วิเคราะหทําใหสามารถเขาใจทิศทางของกระบวนการหมักตางๆ เชน บทบาทของสายพันธุ active 
dry yeast และบทบาทของ Sc.  cerevisiae ธรรมชาติที่เกิดระหวางกระบวนการหมัก ในงานวิจัยนี้
สามารถชี้ใหเห็นวาสายพันธุยีสตที่ใชเปนหัวเชื้อเร่ิมตนมีผลตอกระบวนการหมักจริงๆ แตยีสต
ดังกลาวไมมีผลในการยับยั้งการเกิดสายพันธุยีสตตามธรรมชาติในระยะแรกของการหมัก ซ่ึงสาย
พันธุธรรมชาตินี้ยังมีความสําคัญตอการสรางกลิ่นรสของไวนอีกดวย 
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       ตอมาในป 2001 Lopez et al. ไดพัฒนาวิธีการศึกษาตอจากการศึกษาขางตน สําหรับ
การวิเคราะห mtDNA restriction เพื่อลดระยะเวลาในการวิเคราะห โดยมีจุดประสงคเพื่อที่จะ
นําไปใชในอุตสาหกรรม ซ่ึงตองการผลที่ถูกตอง แมนยําในเวลาสั้นๆ  งานวิจัยนี้ไดศึกษาสายพันธุ
ยีสตในสปชีส   Saccharomyces cerevisiae ที่ใชในการทําไวน โดยอาศัยวิธีการสกัดดีเอ็นเอทั้งหมด 
และการใชเอ็นไซมที่มีตําแหนงจดจําสวนใหญอยูบนสายดีเอ็นเอในนิวเคลียส เชนเดียวกับ
การศึกษาขางตน แตจะปรับเปลี่ยนวิธีการเพิ่มจํานวนเซลลยีสตและข้ันตอนการตัดดวยเอ็นไซมตัด
จําเพาะ ขั้นตอนการเลี้ยงเซลลถูกลดเวลาลงเหลือ 36 ช่ัวโมงจากเดิม 48 ชั่วโมงโดยใช microfuge 
tube ในการเลี้ยงเซลล สําหรับขั้นตอนการวิเคราะหการตัดใชเวลาเพียง 33 นาที โดยใชเตาอบ
ไมโครเวฟสําหรับการยอยดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะและการแยกชิ้นดีเอ็นเอบนเจลชนิด minigel และ
สําหรับขั้นตอนการสกัดดีเอ็นไดใชวิธีเดียวกับการทดลองของ Querol et al. (1992b)  แตมีการ
ปรับเปลี่ยนโดยลดขั้นตอนและปริมาณของสารเคมี เอ็นไซม และสารละลายลงเล็กนอย วิธีการ
วิเคราะหของ Lopez สามารถลดระยะเวลาในการวิเคราะหได โดยท่ีใชเวลาในการวิเคราะห 
mtDNA restriction รวมกับขั้นตอนในการเลี้ยงเซลลแลวจะใชเวลาลดลง 52.5 ชั่วโมงจากเดิมที่มี
รายงานในงานวิจัยของ Querol ซ่ึงวิธีดังกลาวสามารถนําไปประยุกตใชในการวิเคราะหสายพันธุ
ยีสตในสปชีสอ่ืนๆ ไดอีกดวย 

        
      ในระยะหลังจากมีการพัฒนาเทคนิคดังกลาวใหมีความเหมาะสมในการนํามาใชในการ

บอกความแตกตางของยีสตภายในสปชีสเดียวกันของนักวิจัยกลุมตางๆ ขางตน เทคนิค mtDNA 
RFLP ก็ถูกนํามาใชมากขึ้น  และนอกจากเทคนิคดังกลาวจะถูกนํามาใชในการศึกษายีสตที่แยกจาก
อาหารหมักแลว เทคนิคนี้ยังถูกนํามาใชในการศึกษายีสตสายพันธุที่ถูกพบในแหลงอื่นอีกดวย เชน 
clinical isolates (Llanos et al., 2004) และสายพันธุที่เปน probiotic strain (Llanos et al., 2006) เปน
ตน และเทคนิคนี้ถูกนํามาใชในการศึกษาสายพันธุยีสตสายพันธุทางการคา ไดแกงานวิจัยของ 
Schuller et al. (2004) ไดศึกษาการใชเทคนิค mtDNA RFLP โดยอาศัยเอ็นไซม HinfI และ RsaI 
ของยีสต Saccharomyces cerevisiae ซ่ึงพบวาแผนที่การตัดที่ไดจากการตัด mtDNA ดวยเอ็นไซม 
HinfI แสดงรูปแบบการตัดถึง 21 รูปแบบ จากยีสต Sc.  cerevisiae ที่นํามาวิเคราะหทั้งหมด 23 สาย
พันธุ ในขณะที่แผนที่การตัดที่ไดจาการตัด mtDNA ดวยเอ็นไซม RsaI แสดงรูปแบบการตัด 17 
รูปแบบ ดังภาพที่ 3 
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ภาพที่ 3  แผนที่การตัด mtDNA ของยีสต Saccharomyces cerevisiae ที่ใชในทางการคา 23 สาย 
   พันธุ รูปแบบการตัด 21 รูปแบบ (รูปA) และ 17 รูปแบบ (รูปB) เมื่อตัดดวยเอ็นไซม HinfI 
   และ RsaI ตามลําดับ 
 
ท่ีมา: Schuller et al. (2004) 

 
        เทคนิคนี้ยงัถูกนํามาใชในการแยกความแตกตางของยีสต 7 สปชีส จํานวน 35 สาย
พันธุ ที่แยกจากเนื้อหมกั (dry-cured meat) อันไดแก สปชีส Rhodotorula mucilaginosa, Candida 
zeylanoides, Yarrowia lipolytica, Debaryomyces hansenii and Saccharomyces cerevisiae. 
Deharvomyces polymorphus และ Pichia carsonii และพบวาเทคนิคนี้สามารถแยกความแตกตางได
ทั้งระดับสปชีส และระดับสายพันธุไดดี ยกเวนสปชีส R. mucilaginosa ซ่ึงไมแสดงความแตกตาง
ของแผนที่การตัดในแตละสายพันธุ (Andrade et al., 2006) วิธีนี้ยังถูกนํามาใชในการคัดเลือกสาย
พันธุยีสตที่มีคณุสมบัติเหมาะสมในกระบวนการผลิตเครื่องดื่ม sparkling cider  ควบคูกับการระบุส
ปชีสยีสตดวยการวิเคราะหแผนที่การตัด rDNA โดยใชไพรเมอร ITS1 and ITS4 โดยเปรียบเทียบ
ขนาดของชิ้นดีเอ็นเอที่ไดจากการตัดกับแผนที่การตัดของสายพันธุอางอิงที่มีอยูในฐานขอมูล 
จากนั้นยีสตทีถู่กระบุสปชีสเปน Saccharomyces spp. ก็จะถกูนํามาศึกษาตอเพื่อหาความแตกตาง
ของสายพันธุยสีตโดยการศึกษา  mtDNA-RFLP โดยใชเอ็นไซม HinfI (Valles et al., 2008) สําหรับ
การศึกษายีสตในกลาเชื้อที่เรียกวา Hamei ซ่ึงเปนกลาเชื้อที่ถูกนํามาใชในการผลิตเครื่องดื่มที่มี
ลักษณะคลายกับสาโทของไทย ก็ไดมกีารศึกษาเชนกัน โดยศึกษายีสตจํานวน 163 ไอโซเลทที่แยก
จาก Hamei ซ่ึงเปนกลาเชื้อคลายกับลูกแปงของไทยจํานวน 54 ตัวอยางโดยการศึกษาคลายกับ
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การศึกษาของ Valles et al. (2008) เนื่องจากใชการวิเคราะหแผนที่การตัด rDNA สําหรับการระบุส
ปชีสของยีสต จากนั้น สปชีสที่ถูกระบุวาเปน Sc. cerevisiae ก็จะถูกนาํมาวิเคราะห mtDNA-RFLP 
โดยใชเอน็ไซม HinfI และ HaeIII (Jeyaram et al., 2008) จะเหน็ไดวาเทคนิคนี้มีการศึกษาเรื่อยมา
ตั้งแตอดีตจนปจจุบัน และเปนเทคนิคทีม่ีประโยชนในการศึกษาความแตกตางภายในสปชีส Sc. 
cerevisiae อยางมากเลยทีเดยีว 

 
6.3 การศึกษา Inter Simple Sequence Repeats (ISSRs)  
 
       Inter-Simple Sequence Repeats (ISSRs) เปนเครื่องหมายดีเอ็นเอที่อาศัยเทคนิค PCR 

อีกวิธีหนึ่ง ซ่ึงเปนการวิเคราะหตําแหนงของดีเอ็นเอที่อยูระหวางตําแหนงไมโครแซทเทิลไลท โดย
อาศัยไพรเมอรที่มีลําดับเบสคูสมกับลําดับเบสที่เปนสวนของไมโครแซทเทิลไลทที่ขนาบขาง
ตําแหนงที่ตองการศกึษา เครื่องหมายดีเอ็นเอนี้สามารถศึกษาไดคร้ังละหลายๆ ตําแหนงหรือเรียกวา
เปน multiloci marker การออกแบบไพรเมอรสามารถออกแบบไดจากการศึกษาลําดับเบสของ
ตําแหนงสวนที่เปนไมโครแซทเทิลไลท เชน (CA)n ลําดับเบสนี้มีหลายตําแหนงในจีโนมของ
ส่ิงมีชีวิต และเนื่องจากลักษณะของไมโครแซทเทิลไลทที่มีชุดของลําดบัเบสเรียงซ้ําๆ กัน และเปน
ลําดับเบสอนุรักษนี้เอง ทําใหไพรเมอรที่ได สามารถนําไปประยุกตใชในสิ่งมีชีวิตชนิดอื่นๆ ได 
หรือนําไปใชในรูปแบบของ Universal primers ซ่ึงไมจําเปนตองปรับเปลี่ยนใหเขากับสิ่งมีชีวิตที่
ตองการศึกษา (Luque et al., 2002) 

 
       ไพรเมอรที่ใชอาจใชในปฏิกิริยา PCR อาจจะใชเพียงชนิดเดยีวก็ไดดังภาพที ่ 4 ซ่ึงเปน

ภาพการเปรยีบเทียบการศึกษาโดยใชเครื่องหมายดเีอ็นเอแบบ microsatellite และ ISSRs เทคนิคนี้มี
ขอดีคือ เปนเทคนิคที่ไมจําเปนตองทราบขอมูลดีเอ็นเอเบื้องตน (Bornet and Branchard, 2001) และ
ใหความหลากหลายสูง (highly polymorphic) สามารถนํามาใชในการศึกษาความหลากหลายทาง
พันธุกรรม (genetic diversity) การศึกษา phylogeny การตรวจติดตามยีน (gene tagging) การทําแผน
ที่จีโนม (genome mapping) และการศกึษาวิวัฒนาการ (evolutionary biology) เปนตน (Reddy et 
al., 2002)  
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ภาพที่ 4  หลักการของเครื่องหมายดเีอ็นเอแบบ Microsatellite และ ISSR 
                                
ท่ีมา: Yip et al. (2007) 
 

       นอกจากนี้ยังเปนวิธที่งายและรวดเรว็ทั้งในเรื่องของการพัฒนาเครื่องหมายดีเอน็เอ 
และในเรื่องของการนําไปใชงาน เนื่องจากใหรูปแบบของ ISSR product ที่มีความหลากหลายสูง 
และใหรูปแบบคงเดิมเมื่อทาํซ้ํา (รัฐพร, 2547) วิธีการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมโดย
การศึกษารูปแบบของ ISSRs นี้นอกจากจะสามารถบอกความแตกตางระหวางสปชีส (inter-
species) ของสิ่งมีชีวิตแลววิธีดังกลาวยังมีประสิทธิภาพและประสบความสาํเร็จในการศึกษาใน
การศึกษาในระดับภายในสปชีส (intra-species) อีกดวย 

 
       ในประเทศไทย ISSR ถูกนํามาใชทั้งในพืช เชนในการศึกษาความแตกตางระหวาง

พันธุกรรมของเปลานอย ซ่ึงเปนสมุนไพรที่มีสารเปลาโนทอล ที่สามารถนํามารักษาโรคกระเพาะ
ได  และจากการศึกษาเปลานอยที่ไดจากแหลงตางๆ ในประเทศไทยดวยเครื่องหมายดีเอ็นเอนี้ แทน
การศึกษาดวยเทคนิคอารเอพีดี ซ่ึงทําซํ้าแลวใหผลไมเหมือนเดิม งานวิจัยนี้พบวามี 3 ไพรเมอรคือ 
(CA)8G, BSC(GA)8 และ CRN(2)(CTT)5 ที่สามารถใชสรางเครื่องหมายโมเลกุลแบบไอเอสเอสอาร
ที่ใหรูปแบบคงเดิมเมื่อทําซ้ํา และเมื่อนํามาจัดกลุมจากแถบไอเอสเอสอารที่ได โดยสรางเปน
แผนภูมิความสัมพันธทางพันธุกรรม พบวาสามารถจัดกลุมเปลานอยไดสอดคลองกับแหลงกําเนิด 
และลักษณะทางกายภาพของใบ ซ่ึงลักษณะดังกลาวนี้มีความแตกตางกันตามแหลงกําเนิด และยัง
พบวาไพรเมอร (CA)8G สามารถบอกความแตกตางเบื้องตนระหวางตนเปลานอยที่มีปริมาณเปลา
โนทอลสูงกับต่ําได ผลการทดลองยังแสดงใหเห็นวาตนเปลานอยจากแหลงกําเนิดตางกันจะมี
ปริมาณเปลาโนทอลในใบตางกัน ซ่ึงสอดคลองกับความแตกตางทางพันธุกรรม (รัฐพร, 2547) 
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       สําหรับการใชเทคนิคดังกลาวนี้ในการศึกษาในสัตวในประเทศไทยไดถูกนํามาศึกษา
ในการทําลายพิมพดีเอ็นเอของกระบือ เพื่อหาความสัมพันธของ พอ แม และลูก จํานวน 5 ตัวอยาง 
โดยใช oligonucleotide primers จํานวน 24 ชนิด ซ่ึงการศึกษาในครั้งนี้พิสูจนใหเห็นวาการศึกษา
ลายพิมพดีเอ็นเอจากการวิเคราะหโดยเทคนิค ISSRs สามารถแสดงความสัมพันธระหวางแมและลูก
ไดอยางชัดเจนที่ 100%  (ศักดิ์ และคณะ, 2551) ISSRs ยังถูกนํามาใชการศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอ 
และการจัดจําแนกเชื้อราจากแหลงตางๆ 15 สายพันธุ ที่เปนสาเหตุของโรคราสนิมของถั่วเหลือง 
และแสดงลักษณะรุนแรงของโรคที่แตกตางกัน โดยอาศัยไพรเมอรจาก UBC (University of British 
Colombia) จากการศึกษาดังกลาวสามารถจําแนกเชื้อราสนิมออกเปนกลุมยอยๆได เชนเชื้อราสนมิที่
แยกไดจากจังหวัดนครปฐมมีความสัมพันธใกลชิดกัน แตกตางจากที่แยกจากจังหวัดเชียงใหมที่บาง
ตัวอยางมีความใกลชิดกัน และบางตัวอยางไมมีความสัมพันธกันในพื้นที่ที่เก็บตัวอยาง เนื่องจาก
เชื้อราชนิดนี้มีความหลากหลายสูงในทองที่ตางๆ (ศรีสุข และ ขนิษฐา, 2546) สําหรับวิทยานิพนธ
ฉบับนี้ ไดรายงานเกี่ยวกับการนําเทคนิค ISSR มาใชในการจัดจําแนกยีสต Sm. fibuligera ออกเปน
กลุม ๆ ซ่ึงถือวาเปนการนํามาประยุกตใชครั้งแรกในงานวิจัยเก่ียวกับยีสต โดยเฉพาะอยางยิ่งยีสตที่
ถูกนํามาใชในกระบวนการผลิตอาหารหมัก  
 
 6.4  การวิเคราะห Denaturing high-performance liquid chromatography (DHPLC)  
 
        Denaturing high-performance liquid chromatography เปนอีกเทคนิคหนึง่ที่ได
นํามาใชในการจัดกลุมยีสตในงานวจิัยนี้ เทคนิคนี้เปนเทคนิคทางชีวโมลกุลที่คอนขางใหม ซ่ึงถูก
เร่ิมพัฒนาขึ้นในชวงป คศ. 1995 (Oefner et al., 1995) อาศัยหลักการในการแยกโครงสรางดีเอ็นเอ
ที่จับตัวกนัแบบ homoduplexes และ heteroduplexes ออกจากกันภายใตสภาพ denature ที่จําเพาะ 
และนับวาเปนเทคนิคที่ใชระบบอัตโนมัติที่สามารถแยกผลผลิต PCR โดยใชระบบ ion-pair 
reversed-phase high-performance liquid chromatography (IP-RP HPLC) system. DHPLC ถูก
นํามาใชในชวงแรกๆ เกี่ยวกับการตรวจสอบความหลากหลายของลาํดับเบสที่เกิดจากการเพิ่มขึน้ 
(insertions) และการหายไป (deletions) ของลําดับเบส นอกจากนีย้ังถูกนํามาใชในการตรวจสอบ 
genomic single nucleotide polymorphisms (SNPs) และ microsatellites  เทคโนโลยีในการ
ตรวจสอบความแตกตางของลําดับเบส โดยเฉพาะอยางยิ่งการตรวจหาความแตกตางของลําดับเบส
ของดีเอ็นเอทีไ่ดจากการทํา PCR สําหรับการแยกความแตกตางของ heterozygous DNA fragment 
โดยอาศัยหลักการของ ion-pair reversed-phase (IP-RP) HPLC และ การวิเคราะห temperature-
modulated heteroduplex analysis เชน ในกรณีที่ศึกษาการกลายพันธุแบบ point mutations ดเีอ็นเอ
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ที่มีโครงสรางเปน heterozygous DNA fragment ซ่ึงมี single nucleotide polymorphism (SNP) จะ
ถูกเพิ่มจํานวนดวยเทคนิค PCR จากนัน้ผลผลิต PCR สามารถนํามาโหลดลงคอลัมนสําหรับการ
วิเคราะห ไดโดยตรงโดยไมจําเปนที่จะตองผานขั้นตอนทําใหดีเอน็เอบริสุทธิ์ โดยเริ่มจากนํา
ผลผลิต PCR ที่ไดมาทําใหเสียสภาพที ่ 95 องศาเซลเซียส เพื่อทาํใหดีเอน็เอแยกเปนสายเดี่ยว 
จากนั้นคอยๆ ลดอุณหภูมิลงทีละ 1 องศาเซลเซียส จนถึง 65 องศาเซลเซียส เพื่อใหดีเอ็นสายเดีย่วมา
จับตัวกนัใหมแบบสุม รูปแบบการจับตัวของ heterozygous fragment จะเกิดได 4 แบบ โดยมี 2 
ชนิดที่จับกนัแบบ mismatch (heteroduplexes คือ T/C และ G/A) และอีก 2 ชนิดที ่ matched 
(homoduplexes คือ T/A และG/C) ในระบบจะประกอบดวยเฟสอยูนิง่ (stationary phase) นั่นคือ
คอลัมน DHPLC ซ่ึงตัวอยางดีเอ็นเอที่ถูกฉีดเขาไปในคอลัมนจะถูกยดึจับ matrix โดยทําปฏิกิริยากับ 
triethylammoniumamine (TEAA) ที่ทําหนาที่เปน ion-pairing reagent และ เฟสเคลื่อนที่ (Mobile 
phase) ซ่ึงจะเปนตัวชะตัวอยางดีเอ็นเอออกจากคอลัมน ประกอบดวยสวนผสมของ aqueous buffer 
ที่เปน organic co-solvent (acetonitrile) และ TEAA ซ่ึงเปนสารที่มีประจุตรงขามกับโมเลกุลดีเอ็นเอ 
เมื่อไดรับ acetonitrile ที่มีความเขมขนเหมาะสม โมเลกุล DNA ที่จับกับ TEAA จะถูกชะออกจาก 
column  
 
        สําหรับอุณหภูมิที่เหมาะสมที่ใชสําหรับแยกความแตกตางจะขึ้นอยูกับคา GC content 
ของลําดับเบสของผลผลิต PCR ซ่ึงกรณีที่ทราบลําดับเบสของตัวอยางที่ตองการตรวจสอบ สามารถ
คํานวณไดจากโปรแกรม  DHPLC Melt Program ที่ เว็ปไซต 
7 Hhttp://insertion.stanford.edu/melt.htmlนอกจากเทคนิคดังกลาวจะถูกนํามาใชในการแยกความ
แตกตางของลําดับเบสทั้งที่เปนแบบInsertion/deletion และ SNP แลว ยังสามารถใชประโยชนใน
การตรวจหา allele frequency ในตัวอยางที่ถูกรวมกันจํานวนมาก (DNA pooling) เชน การตรวจหา
ความแปรปรวนของลําดับเบสภายใน specific PCR amplicon และใชในการตรวจหา sequence 
variation เบื้องตนกอนยืนยันผลดวยวิธีการหาลําดับเบสโดยตรง (DNA sequencing)  
 
        การวิเคราะห DHPLC สามารถวิเคราะหตวัอยางโดยใชเวลาไมเกนิ  10 นาท ี ทั้งนี้
รวมถึงขั้นตอน column regeneration และ reequilibration และ สามารถวิเคราะหตัวอยางมากกวา 
100 ตัวอยางใน 24 ช่ัวโมง (Shi et al., 2006) เทคนิคนี้ไดถูกนํามาประยกุต และประสบผลสําเร็จใน
งานวิจยัดานตางๆ เชนทางดานการแพทย (Frueh and Noyer-Weidner, 2003), microbial 
investigations (Hurtle et al., 2003), methylation analysis (Couvert et al., 2003), RNA analysis 
(Azarani and Hecker, 2001) และ gene cloning (Spiegelman et al., 2000) ซ่ึงงานวิจยัสวนใหญได
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ใช  heteroduplexes ในการตรวจสอบ genetic variations อางอิงเทียบกบั homoduplex ภายใตสภาวะ
การทําใหสูญเสียสภาพดีเอน็เอแบบ partial หรือ  partially denaturing conditions 
 
        สําหรับการศึกษาในยีสต Goldenberg et al. (2005a) ไดประยกุต DHPLC  ในการ
ตรวจสอบ และระบุสปชีสยีสตจํานวน 13 สปชีส ที่แยกไดจากตวัอยางเลือด และอุจจาระผูปวย 
รวมกับการวิเคราะหขอมูลลําดับเบส และการทดสอบทางชีวเคมี พบวา profiles และ retention 
times ที่ไดจากการวิเคราะห DHPLC สอดคลองกับสปชีสยีสตสายพันธุที่เปน dominant  species ที่
มีในตวัอยาง นอกจากนี้จากการศึกษาไดเสนอแนะวาเทคนิคนี้ไมมีปญหาในการทําซ้ําและไมขึ้นกับ
แหลงเก็บตวัอยางอีกดวย นอกจากนี้ยังไดศึกษายีสตสปชีส Candida sp. ซ่ึงเปนอีกสปชีสที่มี
ความสําคัญทางการแพทย และกอใหเกิดโรค เทคนิค DHPLC ถูกนํามาใชในการระบุสปชีส
ดังกลาวและผลการวิเคราะหสามารถทําไดภายใน 1 วนั จะเห็นไดวาขอดีของการตรวจสอบใน
ระยะเวลาที่จํากัดของเทคนิคนี้ มีประโยชนในการพัฒนาชุดทดสอบในอนาคตอีกดวย (Goldenberg 
et al., 2005b)  
 
        สําหรับงานวิจยันี้ เทคนคิ DHPLC ไดถูกนํามาใชเพื่อจุดประสงคในการศึกษาความ
แตกตางของยสีตภายในสปชีส Saccharomyces cerevisiae และ Saccharomycopsis fibuligera ซ่ึง
เปนสปชีสที่มีความสําคัญในกระบวนการหมักอาหารและเครื่องดื่มที่มีแอลกอฮอลพื้นบานของไทย 
ซ่ึงเปนอีกหนึง่ในการประยกุตเทคนิคดังกลาวในการศึกษาความแตกตางของยีสตภายในสปชีส
เดียวกัน โดยอาศัยความแตกตางของลําดับเบสของดีเอ็นเอตรงตําแหนง D1/D2 domain นอกจากจะ
ศึกษาการจดัจาํแนกยีสตโดยเทคนิค DHPLC แลว ในงานวิจยันีย้งัเปรียบเทียบผลการวิเคราะหกบั
เครื่องหมายโมเลกุลชนิดอืน่ๆ อีกดวย 
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อุปกรณและวิธีการ 

 

อุปกรณ 

 

1.  เคร่ืองมือและอุปกรณ 

 
 1.1  เครื่องPCR Thermal cycler ของ Applied Biosystems 
 1.2  เครื่องเซนตริฟวจ ของ HERAEUS  รุน Biofuge Primo 
 1.3  เครื่องเซนตริฟวจ แบบควบคุมอุณหภมูิ ของ HERAEUS รุน Biofuge Primo 
 1.4  Vacuum manifold ของ Promega รุน Wizard SV96 
 1.5  Gel electrophoresis ของ LIFE TECHNOLOGIES รุน Sunrise 
 1.6  ชุดถายภาพพรอมเครื่องมือวิเคราะหสารพันธุกรรม ของ Bio- Active 
 1.7  อางน้ําควบคุมอุณหภูม ิ(water bath) ของ SHELLAB 
 1.8  เครื่องวัดปริมาณ DNA และ RNA ของ PERKIN ELMER  รุน MBA  2,000 
   1.9  Pipetman ของ GILSON 
 1.10  Vortex mixer ของ Scientific Industries 
 1.11  ตูดูดควนัพิษ (Frame Hood) ของ Trane รุน Newlab 
 1.12  ตูบมเชื้อ ของ SHELLAB รุน 1575 
 1.13  ตูเขี่ยเชื้อ 
 1.14  เครื่องชั่ง ของ Sartorius รุน BP310S 
 1.15  เครื่องหาลําดับสารพันธุกรรมแบบกึง่อัตโนมัติ (DNA Sequencer) 310 และ 377 
 1.16 หมอนึ่งความดันไอ (autoclave) ของ Hirayama Manufacturing Co., Japan รุน     
HA30 
 1.17  ตูทําความเย็น -20OC ของ PUFFER HUBBARD รุน JUF 1816A 
 1.18  ตูทําความเย็น 4OC ของ CHILLED รุน PT-30 Series 
 1.19  เครื่องวัด % แอลกอฮอล (Ebulliometer) ยี่หอ Salleron Dujadin (Paris, France) 
 1.20  เครื่องวิเคราะห DHPLC (The WAVE DNA Fragment Analysis System) รุน 
3500HT (Transgenomic, Omaha, Nebr). 
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2.  เอ็นไซมและสารอณูชีวภาพ 
 
  2.1  เอ็นไซม RNase A; Sigma, USA 
 2.2  เอ็นไซมดเีอ็นเอโพลิเมอเรส (Taq polymerase); MBI, USA 
 2.3  เอ็นไซม HinfI; Boehringer Mannheim, Germany. 
 2.4  เอ็นไซม zymolyase  
 2.5  ไพรเมอร NL1 และ NL4 สําหรับการวิเคราะหการหาลําดับเบสบริเวณ D1/D2 

2.6  ไพรเมอรที่ติดฉลากดวยสี fluorogenic compound สําหรับการวิเคราะห microsatellite 
 2.7  บัฟเฟอร TE และTBE 
 2.8  นิวคลีโอไทด (dNTPs);  Promega, USA 
 2.9 ABI PRISM BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Applied 
Biosystem, USA)   
 2.10  ชุดทดสอบ API ID 32 C kit (BioMerieux, France) 

 
วิธีการ 

 
1.  สายพันธุยสีต 
  
 1.1 แหลงที่มาของยีสต  ไอโซเลทยีสตที่นํามาศึกษาไดจากการแยกเชื้อยีสตจากกลาเชื้อ
แหง (ลูกแปง) ขาวหมาก สาโท และน้ําตาลเมา สําหรับยีสตที่นํามาใชเปนสายพันธุอางอิงในการ
วิเคราะหโดยเทคนิคทางโมเลกุล เปนยีสตที่มีบทบาทสําคัญในกระบวนการหมักเครื่องดื่ม
แอลกอฮอลประเภทตาง ๆ จํานวน 18 ไอโซเลท ซ่ึงเปนยีสต Saccharomyces cerevisiae จํานวน 12 
ไอโซเลท และ Saccharomycopsis fibuligera จํานวน 6 ไอโซเลท จากศูนยจุลินทรีย  สถาบันวิจัย
วิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย ซ่ึงรายละเอียดของแตละไอโซเลทแสดงดังตารางที่ 1 
 
 1.2  การแยกยีสตจากกลาเชื้อแหง ทั้งจากลูกแปงเหลา ลูกแปงขาวหมาก และระหวางการ
หมักสาโท, ขาวหมาก และน้ําตาลเมา โดยวิธี spread plate ซ่ึงมีขั้นตอนการแยกดังตอไปนี ้ นํา
ตัวอยางกลาเชือ้แหงมาบดในโกรงบดยาทีผ่านการอบฆาเชื้อแลว จากนัน้นําผงกลาเชือ้ที่ได  1  กรมั 
(สําหรับตัวอยางที่เก็บระหวางกระบวนการหมักเครื่องดืม่แอลกอฮอลอ่ืนๆ นําสวนที่เปนน้ําหมกัมา 
1  มิลลิลิตร)  ใสในน้ํากลั่นที่ผานการฆาเชื้อปริมาตร  9 มิลลิลิตร  ผสมใหเขากัน  โดยใช vortex 
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mixer  จะไดสารละลายที่มีระดับความเจือจาง  10-1  จากนั้นเจือจางตัวอยางใหไดระดับความเจือจาง
ถึง 10-6 ดูดสารละลายที่ระดบัความเจือจาง 10-4, 10-5 และ10-6 จํานวน 0.1  มิลลิลิตร  ลงบนอาหาร 
Dichloran Rose-Bengal Chloramphinical Agar (DRBC) (ภาคผนวก ก ขอ 1) โดยทําระดับความเจือ
จางละ  2  ซํ้า  ใช spreader เกลี่ยใหทัว่จาน  แลวบมที่อุณหภูมิ  28  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  48 
ชั่วโมง เลือกโคโลนีที่ตางกันมาเขี่ยลงบน Malt Extract Agar (MEA) (ภาคผนวก ก ขอ 2) บมที่
อุณหภูมิ  28  องศาเซลเซียส เปนเวลา  48 ชั่วโมง สําหรับการแยกยสีตจากเครื่องดื่มแอลกอฮอล
อ่ืนๆ จะเก็บตัวอยางจากขาวหมากที่มีวางขายทั่วไปตามทองตลาด และระหวางการหมักสาโทใน
สถานที่ผลิต (โรงงานเจาพระยาสาโท) จากน้ําตาลเมา และระหวางกระบวนการหมักน้ําตาลเมา 
(จังหวัดเพชรบุรี) โดยนําสวนของน้ําหมักมาแยกยีสต โดยวิธีการเชนเดียวกับที่กลาวมาแลวขางตน 
 
 1.3  การเลี้ยงและเก็บรักษายีสต  สามารถทําไดโดยเกบ็โคโลนีเดี่ยวลงในอาหารเลีย้งเชื้อ 
โดยจะใชอาหาร Malt extract medium สําหรับกรณีทีว่ิเคราะหคุณสมบัติการหมัก และเก็บใน Yeast 
extract-Peptone-Dextrose medium (YPD) (ภาคผนวก ก ขอ 3)  สําหรับกรณทีี่นาํไปวิเคราะหดวย
เทคนิคโมเลกุล โดยเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (Evans, 1996) ยสีตทุกไอโซเลทจะถูกเก็บเพือ่
รักษาเซลลในระยะยาว โดยการเลี้ยงเซลลยีสตในอาหารเหลว Yeast extract-Malt extract (YM) 
(ภาคผนวก ก ขอ 4)  บนเครื่องเขยาเปนเวลา 24 ช่ัวโมง ที่ 28 องศาเซลเซียส  จากนั้นเติมกลีเซอรอล 
60% (v/v) ผสมใหเขากนั และแบงใสหลอด microcentrifuge หลอดละ 1.2 มิลลิลิตร แลวเก็บไวที่    
-30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30-60 นาท ีกอนที่จะเก็บที่ -80 องศาเซลเซียสหรือใน liquid nitrogen 
ตอไป (ดัดแปลงจาก Kurtzman and Fell, 1998) 
 
2.  การจําแนกเชื้อยีสตโดยการวิเคราะหความสามารถในการหมักสารประกอบคารบอน ดวยชุด    
     ทดสอบ API 32 C (BioMerieux, France) 

 
 2.1  การเตรียมถาดทดสอบ ชุดทดสอบ API ID 32 C kit   ซ่ึงเปนชุดทดสอบการใช
สารประกอบคารบอนของยีสต โดยภายในชุดทดสอบจะมีหลุมซึ่งถูกบรรจุสารประกอบคารบอน
ชนิดตางๆ ทั้งหมด 32 หลุม ซ่ึงแตละหลุมบรรจุสารประกอบคารบอนแตกตางกันดังตอไปนี ้D-
Galactose, cycloheximide (Actidione), D-Saccharose (sucrose), N-Acetyl-Glucosamine, Lactic 
acid, L-arabinose, D-cellobiose, D-raffinose, D-maltose, D-trehalose, Potassium 2-Ketogluconate, 
Methyl-αD-Glucopyranoside, D-Mannitol, D-Lactose (bovine  origin), Inositol, D-Sorbitol, D-
Xylose, D-Ribose, Glycerol, L-Rhamnose, Palatinose, Erythritol, D-Melibiose, Sodium  
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Glucuronate, D-Melezitose, Potassium Gluconate, levulinic  acid (Levulinate), D-Glucose, L-
Sorbose, GlucosamiNe, Esculin 
 
ตารางที่ 1  ยีสตจากแหลงรวบรวมจุลินทรยี  
 
ลําดับที่ ไอโซเลท TISTR No. สปชีส แหลงที่มา อางอิง 

1 S1 5003 Sc. cerevisiae สาโท W. Daengsubha 
2 S2 5024 Sc. cerevisiae น้ําตาลเมา W. Daengsubha 
3 S3 5039 Sc. cerevisiae สาโท P. Suyanandana 
4 S4 5092 Sc. cerevisiae น้ําตาลเมา J. Kumnuanta 
5 S5 5094 Sc. cerevisiae สาโท J. Kumnuanta 
6 S6 5110 Sc. cerevisiae น้ําตาลเมา J. Kumnuanta 
7 S7 5160 Sc. cerevisiae น้ําตาลเมา P. Tammarat 
8 S8 5161 Sc. cerevisiae ลูกแปง M. Chaowsongket 
9 S9 5197 Sc. cerevisiae ลูกแปง W. Somporn 
10 S10 5278 Sc. cerevisiae ขาวหมาก M. Suzuki 
11 S11 5337 Sc. cerevisiae ลูกแปง K. Supanwong 
12 S12 5339 Sc. cerevisiae high alcohol 

production 
S. Limtong 

13 SF1 5033 Sm. fibuligera อุ J. Kumnuanta 
14 SF2 5096 Sm. fibuligera สาโท J. Kumnuanta 
15 SF3 5097 Sm. fibuligera ลูกแปง J. Kumnuanta 
16 SF4 5118 Sm. fibuligera ลูกแปง J. Kumnuanta 
17 SF5 5330 Sm. fibuligera ลูกแปง M. Suzuki 
18 SF6 5304 Sm. fibuligera ลูกแปง M. Suzuki 

 
2.2  การเตรียมไอโซเลทยีสต เตรียมไดโดยเลี้ยงยีสตบนอาหารแข็ง MEA เปนเวลา 24 

ชั่วโมง นํายีสตมา 1 โคโลนี มาใสใน suspension medium แลวผสมใหเขากันโดยใช vortex mixer 
จากนั้นปรับระดับความขุนใหไดอยูที่ 2 McFarland ดูดสารละลายเซลลที่ไดมา 250 ไมโครลิตร มา
ใสใน C medium (ภาคผนวก ก ขอ 5) แลวคอยๆ ผสมอยาใหเกิดฟอง จากนั้นหยดตัวอยางลงใน
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หลุมทดสอบทั้ง 32 หลุม รวมถึงหลุมควบคุม (ไมมีสารประกอบคารบอน) หลุมละ 3 หยด และบม
ที่อุณหภูมิหอง  

 
2.3  การอานผลการเจริญของเชื้อ สามารถตรวจสอบไดจากความขุนที่เกิดขึ้นในหลุม

ทดสอบหลังจากบมไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 24 และ 48 ชั่วโมง หลุมที่ขุนแสดงถึงความสามารถ
ในการใชสารประกอบชนิดนั้นๆ สําหรับหลุมควบคุมควรจะใสไมมีการเจริญของยีสต สําหรับการ
บันทึกผลในกระดาษบันทึกผลกอนที่จะนําไปเปรียบเทียบกับฐานขอมูล ทําไดโดยการใส
เครื่องหมายบวก (+) และลบ (-) สําหรับหลุมที่ขุน และไมขุน ตามลําดับ 
 
 2.4  การเทียบเคียงผลโดยผานระบบออนไลน อานผลความขุนของ strip ที่ได และสามารถ
นําผลไปวิเคราะหเพื่อจําแนกยีสต โดยเขาไปในเว็ปไซต 8 Hhttps://apiweb.biomerieux.com  ผลทาง
ชีวเคมีของเชื้อทดสอบ  ผูใชสามารถเขาไปดูรายละเอียดวิธีการใสผลแบบตัวเลขหรือเปน
เครื่องหมายบวกหรือลบ   โปรแกรมจะแสดงถึงผลการเทียบเคียง profile ของเชื้อทดสอบกับ 
database แลวใหผลออกมาเปน % identity (%id) และแสดงสปชีสที่ระบุไดโดยชุดทดสอบนี้  
นอกจากนี้ยังแสดงถึงคา T index  เพื่อแสดงระดับความเชื่อมั่นสําหรับผลการทดสอบอีกดวย 
 
3.  การจําแนกเชื้อยีสตโดยใชเทคนิคทางดีเอ็นเอ 
 
      3.1  การวิเคราะหขอมูลลําดับเบสของดีเอ็นเอบริเวณ D1/D2 domain ที่อยูบริเวณ 26S 
Large-subunit และการศึกษาความสัมพันธทางพันธุกรรม 
 
        3.1.1  การเตรียมยีสตเพื่อสกัดดีเอ็นเอ เตรียมไดโดยเลี้ยงเซลลยีสตที่แยกไดทั้งหมดลง
ในอาหารแข็ง YPD โดยวิธี streak plate บมที่ 28 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง จากนั้นนํา
โคโลนียีสตมาจํานวน 1 โคโลนี เล้ียงในอาหาร YPD 10 มิลลิลิตร บนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 150 
รอบตอนาที ที่ 28 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
 
        3.1.2  การเตรียมดีเอ็นเอ นํายีสตที่เตรียมไดจากขอ 3.1.1 มาสกัดดีเอ็นเอ โดยเก็บเซลล 
3 มิลลิลิตร มาปนเหวี่ยงในหลอด microcentrifuge ที่ความเร็ว 5,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที 
เทสวนใสทิ้ง ลางเซลลดวยน้ํากล่ัน 3 ครั้ง ปนเก็บตะกอนเซลล จากนั้นเติม lysis buffer (ภาคผนวก 
ก ขอ 6)  300 ไมโครลิตร เติม phenol/chloroform/iso-amyl alcohol (25/24/1 v/v) 250 ไมโครลิตร 
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และเติม glass beads ประมาณ 0.3 กรัม ลงในตะกอนเซลลที่ได ผสมใหเขากันโดยใช  vortex เปน
เวลา 3 นาที แลวนําไปปนเหวี่ยงที่ 12000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 5 นาที เก็บสวน 
upper phase แลวเติม chloroform/iso-amyl alcohol (24 :1 v/v) ในปริมาตรที่เทากัน หลังจากผสม
โดยการกลับไปมา นําไปปนเหวี่ยงที่ 12,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 5 นาที เก็บ 
supernatant แลวเติมเอทานอล 100% ในปริมาตรเปนสองเทาของสวนสารละลายใสที่ได จะพบดี
เอ็นเอเปนสายสีขาวขุน เก็บตะกอนดีเอ็นเอโดยการหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที 4 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที คอยๆ เทสวนน้ําใสทิ้ง ลางตะกอนดวย ETOH 70% กอนที่จะ
กําจัด RNA และละลายดีเอ็นเอที่ไดดวย TE buffer (ภาคผนวก ก ขอ 7) ปริมาตร 30 ไมโครลิตร 
จากนั้นนําดีเอ็นเอที่ไดไปหาความเขมขนและความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอ โดยการวัดการดูดกลืนแสง
ดวยเครื่อง spectrophotometer (ภาคผนวก ข ขอ 1)  และวิเคราะหคุณภาพของดีเอ็นเอที่เตรียมไดอีก
คร้ังดวยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส (agarose gel electrophoresis) เพื่อเก็บรักษาดีเอ็นเอที่
เตรียมได ควรเก็บดีเอ็นเอไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อใชในการศึกษาในขั้นตอนตอไป 
 
         3.1.3  การเพิ่มปริมาณดเีอ็นเอดวยเทคนิค PCR นําดีเอ็นเอของยีสตทั้งหมด ที่สกัดได
จากขอ 3.1.2 มาใชเปนดเีอ็นเอตนแบบในการเพิ่มปรมิาณดีเอน็เอในสวนของดีเอน็เอตรงบริเวณ 
D1/D2 domain ที่อยูบริเวณ 26S Large-subunit ดวยปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส (polymerase chain 
reaction; PCR) โดยอาศัยไพรเมอร NL1 และ NL4 (เสาวลักษณ, 2547) ซ่ึงมีลําดับเบสดังตอไปนี้  

  
                  Forward primer  NL1 5’-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3’  
                  Reverse primer   NL4 5’-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’ 
 

                     องคประกอบตางๆ ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยปฏิกิริยาทั้งหมด 20 
ไมโครลิตร ประกอบดวยดีเอ็นเอตนแบบ 40 นาโนกรัมตอไมโครลิตร จํานวน 5 ไมโครลิตร, 
dNTPs mix (100mM) (Bioline USA Inc.) จํานวน  1.6 ไมโครลิตร, เอนไซม DNA polymerase (5 
unit/μl) (IMMOLASETM DNA Polymerase; Bioline USA Inc.) จํานวน 0.1 ไมโครลิตร, 10X 
ImmoBuffer จํานวน 2 ไมโครลิตร, 50mM MgCl2 จํานวน 0.8 ไมโครลิตร และ ไพรเมอร forward 
และ reverse (10μM) อยางละ 1 ไมโครลิตร ปรับใหมีปริมาตรสุดทายเทากับ 20 ไมโครลิตร ดวย 
deionized H2O แลวนําไปเขาเครื่อง thermal cycler (GeneAmp PCR 9700; Applied Biosystems 
Inc.)โดยตั้งโปรแกรมดังนี้ ชวง Preheat 95 องศาเซลเซียส นาน 7 นาที จํานวน 1 รอบ, ชวง 
denaturation 94 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที, annealing 52 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที, extention 72  
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องศาเซลเซียส นาน 2 นาที  จํานวน 36 รอบ และตั้งอุณหภูมิไวที่ 72 องศาเซลเซียส นาน 7 นาที, 
จํานวน 1 รอบ  และท้ิงไวที่ 4 องศาเซลเซียส ตรวจวิเคราะหผลผลิต PCR ดวยเทคนิคอะกาโรส
เจลอิเล็กโทรโฟรีซิส 
 
        3.1.4  การทําผลผลิต PCR ใหบริสุทธิ์โดยการตกตะกอนดวยเกลือ sodium acetate  
สามารถทําไดโดยนาํผลผลิต PCR ที่ไดจากขอ 3.1.3 ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ใสลงในหลอดไมโค
รเซนตริฟวจขนาด 1.7 มิลลิลิตร จากนั้นเติม stock solution A ปริมาตร 52 มิลลิลิตร ที่ประกอบดวย 
3M sodium acetate จํานวน 2 ไมโครลิตร และ EtOH 95 เปอรเซ็นต จํานวน 50 ไมโครลิตร ผสมให
เขากันโดยใชเครื่อง vortex mixer เปนเวลา 10 วินาที กอนที่จะนําไปไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
นาน 15 นาที ระหวางการเก็บนี้นําออกมาผสมโดยกลับหลอดขึ้นลงเบาๆ ทุก 5 นาที จากนั้นเก็บ
ตะกอนผลผลิต PCR โดยการหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 14,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 0 องศา
เซลเซียส นาน 20 นาที เทสวนน้ําใสทิ้ง แลวลางตะกอน PCR ที่ไดดวย EtOH 70 เปอรเซ็นต 
ปริมาตร 300 ไมโครลิตร ผสมโดยกลับหลอดข้ึนลงนาน 5 นาที นําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 
14,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียสนาน 10 นาที เทสวนที่เปนน้ําใสทิ้ง ปลอยให
ตะกอนดีเอ็นเอแหงในโถดูดความชื้น ละลายตะกอนดีเอ็นเอดวย deionized H2O ปริมาตร 6 
ไมโครลิตร 
 
        3.1.5  ตรวจวิเคราะหคุณภาพและปริมาณของผลผลิต PCR  โดยเทียบกับดีเอ็นเอที่
ทราบความเขมขนที่แนนอนแลว ดวยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส สามารถทําไดโดยผสม
ผลผลิต PCR กับสีติดตาม (tracking dye) หรือ loading dye ในอัตราสวนดีเอ็นเอตอสีติดตามเปน 
1:1 สําหรับดีเอ็นเอมาตรฐานที่ใชเปนตัวเปรียบเทียบมีความเขมขนเทากับ 40 นาโนกรัมตอ
ไมโครลิตร ผสมดีเอ็นเอมาตรฐานกับสีติดตามในอัตราสวน 1:1, 1:3, 1:5, 1:7 และ 1:9 โดยจะได
ความเขมขนของดีเอ็นเอมาตราฐานเปน 40, 120, 200, 280 และ 360 นาโนกรัมตอไมโครลิตร 
ตามลําดับ จากนั้นหยอดดีเอ็นเอเปรียบเทียบเรียงตามลําดับความเขมขนและตัวอยางผลผลิต PCR 
ลงในหลุมเจลที่มีความเขมขนของเจลอกาโรส 1.5 เปอรเซ็นต  ตอขั้ว power supply ใหดีเอ็นเอ
เคล่ือนที่จากขั้วลบไปยังขั้วบวก โดยใชคาความตางศักยไฟฟาที่ 250 โวลท เปนเวลา 30 นาที 
จากนั้นตรวจสอบผลภายใตแสงยูวี และคํานวณหาความเขมขนของผลผลิต PCR โดยโปรแกรมใน
เครื่อง Gel doc โดยการเปรยีบเทียบกับกราฟมาตรฐานที่ได คาที่ไดจะแสดงอยูในหนวยนาโนกรัม
ตอไมโครลิตร ซ่ึงความเขมขนของผลผลิต PCR ที่จะนํามาใช ในการหาลําดับเบสอยูในชวง 180-
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200 นาโนกรัมตอไมโครลิตร สําหรับคุณภาพของผลผลิต PCR สามารถสังเกตไดจากลักษณะของ
แถบดีเอ็นเอที่ไดบนเจออะกาโรส 
 
        3.1.6  การหาลําดับเบส ประกอบดวย 3 ขั้นตอน ไดแก การทํา cycle sequencing,  การ
ลางสีสวนเกิน และการหาลําดับเบสของดีเอ็นเอดวยเครื่องอานลําดับเบสอัตโนมัติ ซ่ึงแตละขั้นตอน
แสดงดังรายละเอียดดังตอไปนี้ 
 
    ก.  การทํา cycle sequencing   องคประกอบตางๆ ในการทํา cycle sequencing 
โดยปฏิกิริยาทั้งหมด 20 ไมโครลิตร ประกอบดวยผลผลิต PCR 180-200 นาโนกรัมตอไมโครลิตร 
จํานวน 2 ไมโครลิตร, 2.5x Terminator Ready Reaction Premix (BigDye Terminator v.3.1 Cycle 
Sequencing RR-100; Applied Biosystems Inc.) จํานวน 4 ไมโครลิตร, 5x Sequencing buffer 
(BigDye Terminator v1.1, v.3.1) จํานวน 2 ไมโครลิตร, ไพรเมอร  forward (NL1) หรือ reverse 
(NL4) (5μm) ปรับใหมีปริมาตรสุดทายเทากับ 20 ไมโครลิตร ดวย deionized H2O จากนั้นผสมให
เขากันและหมุนเหวี่ยง (spin down) แลวนําไปเขาเครื่อง thermal cycler ตั้งโปรแกรมดังนี้ 96 องศา
เซลเซียส นาน 1 นาที (preheat) และ 96 องศาเซลเซียส นาน 10 วินาที, 50 องศาเซลเซียส นาน 5 
วินาที, 60 องศาเซลเซียส นาน 4 นาที จํานวน 25 รอบ และเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ใน
ที่มืด 
 
                        ข.  การลางสีสวนเกิน โดยนําผลผลิต cycle sequencing ที่ไดในขอ ก  มาใสลงใน
หลอดไมโครเซนตริฟวจ ขนาด 1.7 มิลลิลิตร จากนั้นเติม stock solution B  ปริมาตร 4 ไมโครลิตร 
ที่ประกอบดวย 125 mM EDTA จํานวน 2 ไมโครลิตร และ 3M sodium acetate จํานวน 2 
ไมโครลิตร จากนั้นเติม absolute ethanol ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน กอนจะเก็บไวที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ระหวางการเก็บนี้นําออกมาผสมโดยกลับหลอดขึ้นลงเบาๆ 
ทุก 5 นาที จากนั้นนําไปเก็บตะกอนผลผลิต PCR โดยการหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 14,000 รอบตอ
นาที ที่อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที เทสวนน้ําใสทิ้ง แลวลางตะกอน PCR ที่ไดดวย 
EtOH 70 เปอรเซ็นต ปริมาตร 300 ไมโครลิตร ผสมโดยกลับหลอดขึ้นลงนาน 5 นาที นําไปหมุน
เหวี่ยงที่ความเร็ว 14,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที เทสวนที่เปนน้ําใส
ทิ้ง ปลอยใหตะกอนดีเอ็นเอแหงในโถดูดความชื้น และเก็บไวในที่มืด 
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                           ค.  การหาลําดับเบสของดีเอ็นเอดวยเครื่องอานลําดับเบสอัตโนมัติ โดยนํา
ตะกอน cycle sequencing ที่ไดจากขอ ข มาละลายดวยสวนผสมของ deionized formamide : 2mM 
EDTA ที่มี blue dextran (50mg/ml) อัตราสวน 5:1 ปริมาตร 6 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน แลวนําไป
ใหความรอน ที่อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที หลังจากนั้นแชลงในน้ําแข็งทันที เพื่อเตรียม
ไวสําหรับนําเขาเครื่องอานลําดับเบสอัตโนมัติ (automated DNA sequencer)(ABI PRISMTM 310 
DNA Sequencer; Applied Biosystems Inc.) โดยตรวจผลการอานลําดับเบสไดจากซอฟแวร 
(software) สําหรับ sequencing (data collection software, sequencing analysis software, sequence 
navigator และ autoassembler) จากเครื่องอานลําดับเบสอัตโนมัติ (หทัยรัตน, 2550) 
 
        3.1.7  การวิเคราะหลําดับเบส  เพื่อระบุสปชีสของยีสต ทําไดโดยนําขอมลูลําดับเบสที่
ได มาเปรียบเทียบความเหมือนกับลําดับเบสของสิ่งมีชีวิตตาง ๆโดยเขาไปที่เว็ปไซต ของ NCBI 
(National Center for Biotechnology Information) ที่ http://www.ncbi.nlm.nih.gov  โดยใช
โปรแกรม BLAST ( ฺBasic Local Alignment Search Tool) ผลการระบุสปชีสจะแสดง accession 
number ที่มีคา % homology สูงที่สุดเรียงตามลําดับมากไปนอย และรายละเอียดการเปรียบเทียบ
ลําดับเบสบริเวณดังกลาว พรอมดวยรายละเอียดขอมูลลําดับเบสนั้นๆ อยางชัดเจน 
 
        3.1.8  การศึกษาความสัมพันธทางพันธุกรรม (genetic  relationship) ของยีสตจาก
ขอมูลลําดับเบส (วสันต และ BioIT team, 2547) ลําดับเบสที่ไดจะถูกแกไขและเปลี่ยนรูปแบบ 
(format) ของลําดับเบสใหอยูในรูปของ FASTA format โดยใชโปรแกรม Chromas LITE (version 
2.0) กอนที่จะเปรียบเทียบ (alignment) ลําดับเบสของยีสตไอโซเลทตางๆ   ดวยโปรแกรม ClustalX 
(version 1.83) และโปรแกรม BioEdit (version 5.0.6) จะถูกนํามาใชในการแกไข alignmented 
sequences และแปลงไฟลใหเปนนามสกุล Phylip กอนที่จะนาํมาวิเคราะหความสัมพันธทาง
พันธุกรรมในรูปแบบของ phylogenetic tree ดวยโปรแกรมตางๆ ใน PHYLIP package โดยใช 
Kimura-2-parameter model ในโปรแกรม dnadist เพื่อสราง distance matrix โดยภายใน distance 
matrix จะมีคา distance ระหวางลําดับเบสของแตละตัวอยางเปรียบเทยีบ สําหรับ distance matrix นี้
สามารถนํามาสราง phylogenetic tree โดยวิธี Neighbor-joining ดวยโปรแกรม neighbor สําหรับคา
ทางสถิติ (bootstrap) ไดจากการคํานวณ consensus tree จาก bootstrap tree data (resembling 1000 
คร้ัง) โดยโปรแกรม consenses ขั้นตอนการใชโปรแกรมตางๆ แสดงดังภาพที ่5 
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ภาพที่ 5  ลําดับขั้นตอนการใชโปรแกรมตางๆ ในการวเิคราะหขอมูลลําดับเบส โดยใช Phylip  
   package 
  
 3.2  การวิเคราะห Denaturing high-performance liquid chromatography (DHPLC) 
  
        ผลผลิต PCR ที่ไดจากหัวขอ 3.1.3 จํานวน 5 ไมโครลิตร จะถูกโหลดอัตโนมัติเขาสู
สวนของเฟสเคลื่อนที่หรือที่เรียกวา mobile phase โดย autosampler สําหรับคอลัมน DNASepHT® 
Cartridge analytical column ถูกใชเปน solid phase และ 0.1 M triethylammonium acetate (TEAA) 
เปน basic mobile, 25% acetonitrile เปน organic modifier โดยที ่gradient elution ที่อัตราคงที่ 1.5 

Sequences of all species

Making a sequences alignment
(ClustalX) 

Refining the alignment 
(Bioedit) 

Distance matrix tree Bootstrap 

Tree construction 
(Neighbor) 

Viewing trees 
(TreeView) 

Tree construction 
(Neighbor) 

1000 tree 

Getting consensus tree 
(Consense) 

Making distance matrix 
(Dnadist) 

1000 matrixes 
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มิลลิลิตรตอนาที โดย elution gradient ถูกตั้งคาไวดังตอไปนี ้ที่เวลา 0 นาที (41.1% buffer A และ 
58.6% buffer B) ที่เวลา0.1 นาที (38.4% buffer A และ 61.6% buffer B) ที่เวลา 2.1 นาท ี (28.4% 
buffer A และ 71.6% buffer B)ตามลําดับ และอุณหภูมิทีใ่ชสําหรับ Sm. fibuligera อยูที ่ 58.5 และ 
59 องศาเซลเซียส  สําหรับ Sc. cerevisiae ผลผลิตที่ไดจะถูกนํามาวิเคราะหโดย UV analysis ที่ความ
ยาวคล่ืน 260 นาโนเมตร 
 
 3.3  การวิเคราะหโดยเทคนิค Microsatellite  
 
        3.3.1  การเตรียมดีเอ็นเอสําหรับการวิเคราะห microsatellite เตรียมโดยวิธีเดียวกับการ
เตรียมดีเอ็นเอสําหรับการวิเคราะหลําดับเบส (ในหัวขอ 3.1.1) ดีเอ็นเอแมแบบที่นํามาใชมีความ
เขมขนเทากับ 40 นาโนกรัมตอไมโครลิตร 
 
        3.3.2  การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค PCR ไพรเมอรสําหรับการเพิ่มจาํนวนชิ้นดี
เอ็นเอตรงตําแหนง SC8132X (Field and Wills, 1998; Techera et al., 2001) ซ่ึงมีลําดับเบส
ดังตอไปนี้ 
  
    Forward: 5’ CTG CTC AAC TTG TGA TGG GTT TTG G 3’ 
    Reverse: 5’ CCT CGT TAC TAT CGT CTT CAT CTT GC 3’ 
 
    ปริมาตรรวมทั้งหมดของปฏิกิริยาเทากับ 20 มิลลิลิตร จะประกอบดวยดีเอ็นเอ
ตนแบบ 40 นาโนกรัมตอไมโครลิตร จํานวน 2 ไมโครลิตร, dNTPs mix (100mM) (Bioline USA 
Inc.) จํานวน 4ไมโครลิตร, เอนไซม DNA polymerase (5 unit/μl) (IMMOLASETM DNA 
Polymerase; Bioline USA Inc.) จํานวน 0.2 ไมโครลิตร, 10X ImmoBuffer จํานวน 2 ไมโครลิตร, 
50mM MgCl2 จํานวน 1.6 ไมโครลิตร และ ไพรเมอร forward และ reverse (5μM) อยางละ 1 
ไมโครลิตร ปรับใหมีปริมาตรสุดทายเทากับ 20 ไมโครลิตร ดวย deionized H2O แลวนําไปเขา
เครื่อง thermal cycler (GeneAmp PCR 9700; Applied Biosystems Inc.) โปรแกรมสําหรับเครื่อง 
thermal Cycler จะถูกตั้งไวภายใตสภาวะดังตอไปนี้ ชวง preheat 95 องศาเซลเซียส 7 นาที จํานวน 1 
รอบ, ชวง denaturation 94 องศาเซลเซียส 30 วินาที, annealing 65 องศาเซลเซียส 30 วินาที, 
extention 72  องศาเซลเซียส 1 นาที  จํานวน 30 รอบ และตั้งอุณหภูมิไวที่ 72 องศาเซลเซียส 8 นาที, 
จํานวน 1 รอบ  และทิ้งไวที่ 4 องศาเซลเซียส   
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        3.3.3  ขั้นตอนการวิเคราะหผลทําได 2 วิธี  
 
       ก. การวิเคราะหโดย gel electrophoresis (Legras et al.,, 2005) ขนาดของ
ผลผลิต PCR ที่ไดจะถูกตรวจสอบบนเจลอะกาโรสที่ความเขมขน 2.5 % ใน TBE buffer 
(ภาคผนวก ก ขอ 8) ซ่ึงจะใช 100 bp ladder (GeneRulerTM MBI Fermentas) เปนดีเอ็นเอมาตรฐาน 
เพื่อเปรียบเทียบขนาดของชิ้นดีเอ็นเอ จากนั้นยอมเจลดวย ethidium bromide ตรวจผลภายใตแสงยูวี 
วิเคราะห และบันทึกผลโดย Gel doc 1000 system และตรวจสอบดีเอ็นเอที่สามารถมองเห็นได 
 
      ข. วิเคราะหดวย เครื่อง ABI PRISMTM 377 DNA Sequencer ซ่ึงเปนเครื่องมือ
วิเคราะหขนาดของผลผลิต PCR และใชโปรแกรม GeneScan ในการวิเคราะหขนาดของผลิตภัณฑ 
PCR เทียบกับดีเอ็นเอขนาดมาตรฐานโดยใช red DNA size standard (GENE-SCAN-500 ROX, 
Applied Biosystems) จากนัน้วิเคราะหขอมูลแบบจัดกลุม โดยโปรแกรม Genotyper (PE Applied 
Biosystems) นําขอมูลนี้มาสรางเปน binary matrix โดยอาศัยวิเคราะหการปรากฏ (1) และไม
ปรากฏของแถบดีเอ็นเอ (0)  
 
 3.4  การวิเคราะห mtDNA–RFLP การวิเคราะหแผนทีก่ารตัดดีเอ็นเอในไมโตคอนเดรียของ
ยีสต เพื่อวเิคราะหความแตกตางของยีสตภายในสปชีสเดยีวกัน  

         3.4.1  การเตรียมยีสตเพื่อสกัดดีเอ็นเอ เตรียมไดโดยการเลี้ยงเซลลยีสตที่แยกได
ทั้งหมดลงในอาหารแข็ง YPD โดยวิธี streak plate บมที่ 28 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 วัน จากนั้น
นําโคโลนียีสตมาจํานวน 1 โคโลนี เล้ียงในอาหาร YPD 10 มิลลิลิตร บนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 150 
รอบตอนาที ที่ 28 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง  

        3.4.2  สกดัดีเอ็นเอโดยวธีิ enzymatic breakdown (Lopez et al., 2001) การสกัดดีเอ็นเอ
โดยวิธี enzymatic breakdown เปนการสกดัดีเอ็นเอในปริมาณมาก เพือ่ที่จะได mtDNA ในปริมาณ
มากดวย ซ่ึงทําตามการทดลองของ 9HQuerol et al. (1992a) และเปลี่ยนแปลงบางขั้นตอนตาม  Lopez 
et al. (2001) โดยการปนตกตะกอนเซลลจาก culture 5 มิลลิลิตรโดยเครื่องปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 
7000 รอบตอนาที เปนเวลา 7 นาที และลางเซลลดวยน้ําและละลายเซลลที่ตกตะกอนดวย
สารละลาย A (ภาคผนวก ก ขอ 9) 500 ไมโครลิตร เติม zymolyase (2.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 
ปริมาตร 20 ไมโครลิตร บมเซลลที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30-60 นาที แลวปนเหวี่ยงที ่10,000 
รอบตอนาที 4 นาที จากนัน้ละลาย spheroplasts ดวยสารละลาย B (ภาคผนวก ก ขอ 10) จํานวน 500 
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ไมโครลิตร เติม 10% w/v SDS จํานวน 50 ไมโครลิตร กอนที่จะผสมและบมทันทีที่ 65 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 30 นาที เติม 5M potassium acetate 200 ไมโครลิตร  และทิ้งไวในน้ําแข็งทันที
เปนเวลา 30 นาที ปนเหวียงที่ความเร็วสูงสุดที่ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที เก็บสารละลาย
สวนใสลงในหลอดใหม และตกตะกอนดีเอ็นเอโดยใชไอโซโพรพานอลปริมาตรเทากับสารละลาย
ที่ได และหลังจากบมไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 5 นาที ปนเพื่อเก็บตะกอนดีเอน็เอเปนเวลา 10 นาที 
กอนที่จะลางดเีอ็นเอดวยเอทานอล 70%  และทิ้งตะกอนดีเอ็นเอใหแหงในโถดูดความชื้นและ
ละลายดีเอ็นเอใน TE จํานวน 50 ไมโครลิตร  

        3.4.3  ขั้นตอนการยอยดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ ดีเอ็นเอที่ไดจะถูกยอยดวยเอ็นไซม 
HinfI ในปริมาตรรวมทั้งหมดของปฏิกิริยาเทากับ 20 มิลลิลิตร ซ่ึงประกอบดวยดีเอ็นเอตนแบบ ที่
ไดจากขอ 3.4.2   โดยดีเอ็นเอที่ใชเปนตนแบบมีความเขมขนเทากับ 10 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร 
จํานวน 12 ไมโครลิตร, เอ็นไซม HinfI (10 ยูนิต/ไมโครลิตร) จํานวน 0.5 ไมโครลิตร, บัพเฟอร
สําหรับเอ็นไซม HinfI จํานวน 2 ไมโครลิตร, เอ็นไซม RNase (10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) จํานวน  0.5 
ไมโครลิตร ปรับใหมีปริมาตรสุดทายเทากับ 20 ไมโครลิตร ดวย deionized H2O แลวนําไปบมที่ 37 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง 

        3.4.4  การวิเคราะหแผนที่การตัดดีเอ็นเอ ที่ไดจากการตัด mtDNA ดวยเอ็นไซมตัด
จําเพาะ ทําไดโดยการแยกชิ้นดีเอ็นเอโดยเทคนิคอิเล็กโทรโฟรีซีสบนเจลอกาโรส 1.5 เปอรเซ็นต 
แลวตรวจสอบดูแผนที่การตัดภายใต UV transilluminator หลังจากยอมเจลดวยเอธิเดียม โบรไมด 
   
 3.5  การวิเคราะห Inter Simple Sequence Repeat (ISSR)  
 
        3.5.1  การเตรียมดีเอน็เอสําหรับการวิเคราะห ISSR เตรียมโดยวิธีเดียวกับการเตรียมดี
เอ็นเอสําหรับการวิเคราะหลําดับเบส และการวิเคราะห microsatellite (ในหัวขอ 3.1.1) ดีเอ็นเอ
แมแบบที่นํามาใชมีความเขมขนเทากับ 40 นาโนกรัมตอไมโครลิตร  
 
        3.5.2  การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค PCR ดวยไพรเมอร UBC (University of 
British Columbia) จํานวน 12 ไพรเมอร ซ่ึงรายละเอียดของแตละไพรเมอร แสดงดังตารางที่ 2
องคประกอบตางๆ ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ โดยปฏิกิริยาทั้งหมด 15 ไมโครลิตร ประกอบดวยดี
เอ็นเอตนแบบ 40 นาโนกรัมตอไมโครลิตร จํานวน 1.5 ไมโครลิตร, dNTPs mix (100mM) (Bioline 
USA Inc.) จํานวน 1.5 ไมโครลิตร, เอ็นไซม DNA polymerase (5 unit/μl) (IMMOLASETM DNA 
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Polymerase; Bioline USA Inc.) จํานวน 0.2 ไมโครลิตร, 10X ImmoBuffer จํานวน 1.5 ไมโครลิตร, 
50mM MgCl2 จํานวน 0.75 ไมโครลิตร และ ไพรเมอร (2μM) 2 ไมโครลิตร ปรับใหมีปริมาตร
สุดทายเทากับ 15 ไมโครลิตร ดวย deionized H2O แลวนําไปเขาเครื่อง thermal cycler (GeneAmp 
PCR 9700; Applied Biosystems Inc.)โดยตั้งโปรแกรมดังนี้ ชวง preheat 95 องศาเซลเซียส นาน 7 
นาที จํานวน 1 รอบ, ชวง denaturation 94 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที, annealing 60 องศา
เซลเซียส นาน 30 วินาที, extention 72  องศาเซลเซียส นาน 40 วินาที จํานวน 40 รอบ และตั้ง
อุณหภูมิไวที่ 72 องศาเซลเซียส นาน 8 นาที, จํานวน 1 รอบ  และทิ้งไวที่ 4 องศาเซลเซียส  ตรวจ
วิเคราะหการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส 
 
ตารางที่  2  ลําดับเบสของไพรเมอรที่ใชในการวิเคราะห ISSR 
 

 
หมายเหตุ  UBC: University of British Columbia primer,   
     B, D, H, R, V, Y: IUB code 
   
 
  

No. UBC primer no. DNA sequences Tm (1mNa+) (o C) 
1 UBC 878 (GGAT)4 59.81 
2 UBC 880 (G(GA)2)3 61.10 
3 UBC 888 BDB(CA)7 50.17 
4 UBC 889 DBD(AC)7 50.17 
5 UBC 890 VHV(GT)7 50.17 
6 UBC 891 HVH(TG)7 50.17 
7 UBC 811 (GA)8C 63.50 
8 UBC 818 (CA)8G 63.50 
9 UBC 841 (GA)8YC 62.29 
10 UBC 848 (CA)8RG 62.29 
11 UBC 857 (AC)8YG 62.29 
12 UBC 868 (GAA)6 57.67 
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3.6  การศึกษาความสัมพันธทางพันธุกรรม (genetic relationship)  
 
        จากผลการปรากฏและไมปรากฏของแถบดี เอ็น เอ  ที่ ไดจากการวิ เคราะห 

microsatellite, และ ISSR คาดังกลาวจะถูกจัดใหอยูในรูปแบบ fasta format แปลงไฟลใหอยูใน
นามสกุล Phylip กอนที่จะนํามาวิเคราะหความสัมพันธทางพันธุกรรมในรูปแบบของ phylogenetic 
tree ดวยโปรแกรมตางๆ ใน PHYLIP package โดยใช โปรแกรม Restdist เพื่อสราง distance matrix 
โดยภายใน distance matrix จะมีคา distance ระหวางลําดับเบสของแตละตัวอยางเปรียบเทียบ 
สําหรับ distance matrix นี้สามารถนํามาสราง phylogenetic tree โดยวิธี UPGMA (Unweighted Pair 
– Group Method Using the Arithmetic Average) ดวยโปรแกรม neighbor สําหรับคาทางสถิติ 
(bootstrap) ไดจากการคํานวณ consensus tree จาก bootstrap tree data (resembling 1000 ครั้ง) โดย
โปรแกรม consenses ขั้นตอนการใชโปรแกรมตางๆ แสดงดังภาพที่ 6 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 6  ลําดับขั้นตอนการใชโปรแกรมตางๆในการวเิคราะห DNA fragmentsโดยใช Phylip  
   package 

Binary (0-1) data in 
suitable format 

Distance matrix tree 

Making distance matrix 
(Restdist) 

Tree construction 
(Neighbor) 

Viewing trees 
(TreeView) 

Bootstrap 

Making distance matrix 
(Restdist) 1000 matrixes 

Tree construction 
(Neighbor) 1000 tree 

Getting consensus tree 
(Consense) 

Bootstrap resampling 
(Seqboot) 1000 replicates 
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4.  การทดสอบความสามารถในการหมักแอลกอฮอลของยีสต Saccharomyces cerevisiae 

     (สมพร, 2544) 
 
 4.1  การเตรียมกลาเชื้อยีสต โดยนํายีสต 1 ลูป ที่เล้ียงบน YPD agar เปนเวลา 24 ช่ัวโมง มา
ลงในฟลาสที่บรรจุอาหารเหลว YPD ปริมาตร 30 มิลลิลิตร บมบนเครื่องเขยาความเร็ว 150 รอบตอ
นาที เปนเวลา 16-20 ช่ัวโมงที่ 28 องศาเซลเซียส จากนั้นนํามาวดัคาการดูดกลืนแสง (optical 
density: OD) ที่ 600 นาโนเมตร ดวยเครื่อง Spectrophotometer (PERKIN ELMER รุน MBA 
2,000) เพื่อเตรยีมกลาเชื้อใหมีความเขมขนเริ่มตนเทากันโดยคํานวณตามสูตรดังตอไปนี้ 
 

N1V1 = N2V2 
V1 =N2V2/V1 

 
         เมื่อ N1 = คา OD600 ของกลาเชื้อ 
   N2 = คา OD600 ที่ตองการใน YPD18 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
   V2 = ปริมาตรของ YPD18 ที่ใชหมักเอธฺลแอลกอฮอล (100 มิลลิลิตร) 
   V1 = ปริมาตรของกลาเชื้อที่ตองเติมลงใน YPD18 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
 
 4.2 ทดสอบความสามารถในการหมักแอลกอฮอลของยีสต โดยปเปตกลาเชื้อเทากับ
ปริมาตรที่คํานวณได มาใสลงในฟลาสที่บรรจุอาหารเหลว YPD18 (ภาคผนวก ก ขอ 11) ปริมาตร 
100 มิลลิลิตร บมที่ 28 องศาเซลเซียส ที่ความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที เปนเวลา 48 ช่ัวโมง เก็บ
ตัวอยางที่ 0 และ 48 ชั่วโมง มาวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร สําหรับเปอรเซ็นต
แอลกอฮอลที่ยีสตหมักได ที่เวลา 48 ชั่วโมง วัดไดโดยใชเครื่องอิบูลิโอมิเตอร (Salleron Dujadin, 
Paris, France) 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
  43 



 

5.  การทดสอบความสามารถในการสรางเอ็นไซมยอยแปงของยีสต Saccharomycopsis fibuligera 
     (สมพร, 2544) 
 
 5.1  การเตรียมยีสต โดยเพาะเลี้ยงยีสตแบบ point inoculation 4 จุด ลงบนอาหาร Yeast-
Malt extract-Starch (YMS) agar (ภาคผนวก ก ขอ 12) บมที่ 28 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ช่ัวโมง 
จากนั้นยายยีสตทั้ง 4 จุดลงในอาหาร YMS จานใหมดวยวิธี replica plating บมที่ 28 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 72 ชั่วโมง  
 
 5.2  ตรวจสอบความสามารถในการยอยแปงของยีสต โดยการราดดวยสารละลาย Lugol’s 
iodine (ภาคผนวก ก ขอ 13) ทิ้งไวเปนเวลา 1 นาที แลวเทสารละลายออก จากนั้นวัดคาตางๆ 
ดังตอไปนี้  
 

 
 
 
 
  
    
    
   เสนผาศูนยกลางของบริเวณใส: Y 
   ระยะระหวางขอบโคโลนีถึงของบริเวณใส: X 
   เสนผาศูนยกลางของโคโลนี: Z 
 
        จากนั้นหาคาอัตราระหวางเสนผาศูนยกลางของบริเวณใส และเสนผาศูนยกลางของ
โคโลนี เพื่อเปรียบเทียบความสามารถในการสรางเอ็นไซมยอยแปงของยีสต แตละไอโซเลท 
 
 
 
 
 
 
 

X 

Y 

Z 
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ผลและวิจารณ 
 

ผล 

 
1.   การแยกยีสต 

 
ยีสตที่นํามาศกึษาในงานวิจยันี้ไดแยกจาก ลูกแปง ขาวหมาก และกระบวนการหมกัสาโท 

และน้ําตาลเมา ซ่ึงผลการแยกยีสตจากตัวอยางดังกลาวขางตน สามารถแยกยีสตไดทั้งหมดจํานวน 
25 ไอโซเลทดังนี้ จากน้ําตาลเมาทั้งหมดจาํนวน 13 ไอโซเลท จากลูกแปงจํานวน 1 ไอโซเลท ขาว
หมากจํานวน 7 ไอโซเลท และสาโทจํานวน 4 ไอโซเลท ซ่ึงที่มาของยีสตแตละไอโซเลท แสดงใน
ตารางที่ 3 และ 4 จากนั้นยีสตทั้ง 25 ไอโซเลทนี้จะถูกนํามาระบุสปชีสในขัน้ตนโดยอาศัย
ความสามารถในการใชสารประกอบคารบอนดวยชุดทดสอบ API 32 C และวเิคราะหในระดับชวี
โมเลกุลโดยอาศัยลําดับเบสของดีเอ็นเอบริเวณ D1/D2 domain ที่อยูบริเวณ 5’end ของ Large 
subunit (26S rDNA) ribosomal DNA ยีสตไอโซเลทตางๆ ที่ถูกระบุวาเปนยีสตสปชสี 
Saccharomyces cerevisiae และ Saccharomycopsis fibuligera ซ่ึงเปนยีสตที่มีบทบาทสําคัญใน
กระบวนการหมักเครื่องดื่มแอลกอฮอลของไทย จะถูกนําไปศึกษาโดยใชเทคนิคทางชีววิทยาระดบั
โมเลกุล หรือ เครื่องหมายดีเอ็นเอ (DNA markers) เพื่อจุดประสงคในการศึกษาหาความแตกตาง 
ความหลากหลาย รวมถึงการจัดกลุมของยีสตที่มีความสัมพันธทางพันธุกรรมภายในแตละสปชีส
อีกดวย 

 
2.  การระบุสปชีสของยีสต 
 

2.1  การระบุสปชีสของยีสตโดยอาศัยความสามารถในการใชสารประกอบคารบอน 
 
        ผลการระบุสปชีสของยีสตแสดงในตารางที่ 5 จากยสีตทั้งหมด 25 ไอโซเลท สามารถ

ระบุสปชีสของยีสตดวยชุดทดสอบ API 32 C ไดจํานวน 19 ไอโซเลท เนื่องจากชุดทดสอบนี้ไม
สามารถทดสอบยีสตไดทุกสปชีส ซ่ึงสปชีสยีสตที่สามารถตรวจสอบไดจะถกูแสดงไวใน
ฐานขอมูลของชุดทดสอบนี้  ชุดทดสอบ API 32 C นิยมนํามาใชในการทดสอบความสามารถใน
การใชสารประกอบคารบอนของยีสตสปชีสตาง ๆ ในขั้นตน (Tempel and Jakobsen, 1998; Rohm  
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et al., 1990) และมักใชรวมกับการใชเทคนิคทางโมเลกุลอ่ืนๆ เพื่อความถูกตองแมนยําในการระบุ  
สปชีสของยีสตใหมีความนาเชื่อถือมากขึ้น (Cocolin et al., 2002; Walczak et al., 2007)  
 
ตารางที่ 3  ไอโซเลทยีสตที่แยกจากกระบวนการหมักน้ําตาลเมา  
 

ไอโซเลทยีสต แหลงที่มา 
CT1 ระหวางกระบวนการหมักน้าํตาลเมา หลังจากหมกัได 6 วัน 
CT2 ฟองดานบนภาชนะที่ใชหมกัน้ําตาลเมาหลังจากหมักได 6 วัน 
CT3 ฟองดานบนภาชนะที่ใชหมกัน้ําตาลเมาหลังจากหมักได 6 วัน 
CT4 น้ําตาลสดที่ใสไมพะยอม หมักได 1 วัน (น้ําตาลยังไมไดตม) 
CT5 น้ําตาลสดที่ใสไมพะยอม หมักได 1 วัน (น้ําตาลยังไมไดตม) 
CT6 น้ําตาลสดที่ใสไมพะยอม หลังจากหมกัได 1 วัน (น้ําตาลตมแลว) 
CT7 น้ําตาลสดตมแลว 
CT8 น้ําตาลเมา  
CT9 น้ําตาลสดหลังจากกรองไมพะยอมออก (ยังไมตม) 
CT10 น้ําตาลเมา  
CT11 น้ําตาลสด 
CT12 น้ําตาลสด 
CT13 บนไมมะเกลือที่อยูในภาชนะที่ใชหมกัน้ําตาลเมา 

 
หมายเหตุ  CT:  Coconut Toddy 
 

        ผลการระบุสปชีสทั้ง 19 ไอโซเลท ที่สามารถทดสอบโดยชุดทดสอบ API 32 C 
สามารถระบุยีสตไดเปนสปชีสตางๆ ดังตอไปนี้ ยีสตที่แยกไดจากน้าํตาลเมาที่สามารถระบุสปชีส
โดยอาศัยชุดทดสอบนี้ สามารถทดสอบไดทั้งหมดทกุไอโซเลท จากจํานวน 13 ไอโซเลท (ไอ
โซเลท CT1-CT13) ระบุวาเปน Saccharomyces cerevisiae จํานวน 11 ไอโซเลท (CT1, CT2, CT3, 
CT4, CT5, CT6, CT7, CT8, CT10, CT11 และ CT13) Candida krusei จํานวน 1 ไอโซเลท (CT12) 
และ Debaryomyces etchellsii / carsonii   จํานวน  1 ไอโซเลท (CT9) สําหรับยีสตที่แยกไดจากลูก
แปง ขาวหมาก และสาโท ที่สามารถระบุสปชีสโดยอาศัยชุดทดสอบนี้มีจํานวนทั้งหมด 6 ไอโซเลท 
จากทั้งหมด 12 ไอโซเลท ไดแก RW1, RW3, RW4, RW5, RW7 และ RW11 ซ่ึงระบุวาเปน Sc. 
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cerevisiae จํานวน 3 ไอโซเลท (RW1, RW3 และ RW4) Candida guilliermondii จํานวน 2 ไอ
โซเลท (RW5 และ RW7) และ D. etchellsii / carsonii จาํนวน  1 ไอโซเลท (RW11) (ตารางที่5) 
 
ตารางที่ 4   ตัวอยางทีแ่ยกไดจากลูกแปง ขาวหมาก และสาโท  
 

ไอโซเลทยีสต แหลงที่มา 
RW1 Starter ของโรงงานเจาพระยา 
RW 2 น้ําตอยระหวางกระบวนการหมักสาโทของโรงงานเจาพระยา 
RW 3 น้ําตอยระหวางกระบวนการหมักสาโทของโรงงานเจาพระยา 
RW 4 สาโทที่ผลิตจากโรงงานเจาพระยา 
RW 5 ขาวหมากวรมน (ขาวเหนียวขาว) 
RW 6 ขาวหมากวรมน (ขาวเหนียวขาว) 
RW 7 ขาวหมากวรมน (ขาวเหนียวดํา) 
RW 8 ขาวหมากวรมน (ขาวเหนียวดํา) 
RW 9 ขาวหมากรสสคุนธ 

RW 10 ขาวหมากคณุเบญ 
RW 11 ขาวหมากคณุเบญ 
RW 12 ลูกแปงเหลา 

 
หมายเหตุ  RW: Rice Wine 
 

        ผลการระบุสปชีสของยีสต จะแสดงออกมาในรูปของคาเปอรเซ็นต identification 
(%ID) ซ่ึงเปนคาที่แสดงความเหมือนกนัระหวางรูปแบบการใชสารประกอบคารบอนชนิดตางๆ 
ระหวางไอโซเลทที่ทดสอบกับสปชีสยีสตที่มีขอมูลอยูในฐานขอมูล ซ่ึงคา %ID ของเกือบทุกไอ
โซเลทแสดงคาที่สามารถยอมรับได กลาวคือ %ID ที่ยอมรับไดจะตองมีคามากกวาหรือเทากับ 80% 
จากคาที่แสดงในตารางที่ 5 คา %ID ของยีสต Saccharomyces cervisiae  มีคาอยูในชวง 94.2-
99.9%, Candida krusei  มีคาเทากับ 97.8%, Candida guilliermondii มีคาเทากบั 92.1% และ 
Debaryomyces etchellsii / carsonii มีคาเทาอยูในชวง 79.1-97.5% นอกจากนี้โปรแกรมการวิเคราะห
ยังแสดงคา T index ซ่ึงเปนคาที่อยูระหวางศูนยถึงหนึง่  ซ่ึงคาดังกลาวนี้จะมีคาสูงเมื่อยีสตที่นํามา
ทดสอบสอดคลองกับยีสตสวนใหญในกลุมสปชีสที่ไดระบุ ซ่ึงคา T index ของยีสต Sc. cerevisiae  
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มีคาอยูในชวง 0.73-0.93, C. krusei  มีคาเทากับ 1, C. guilliermondii มีคาเทากับ 0.93 และ D. 
etchellsii / carsonii มีคาเทาอยูในชวง 0.84-0.97 

 
ตารางที่ 5  การระบุสปชีสของยีสตที่แยกจากลูกแปง ขาวหมาก และระหวางกระบวนการหมัก  

    สาโทและน้าํตาลเมา โดยอาศัยความสามารถในการใชสารประกอบคารบอนโดย  ชุด 
    ทดสอบ API 32 C  
 

ลําดับที่ ไอโซเลท สปชีส %ID T index ระดับความ
นาเชื่อถือ 

1 CT1 Sc. cerevisiae 94.2 0.73 Good 
2 CT2 Sc. cerevisiae 94.2 0.73 Good 
3 CT3 Sc. cerevisiae 94.2 0.73 Good 
4 CT4 Sc. cerevisiae 94.2 0.73 Good 
5 CT5 Sc. cerevisiae 94.2 0.73 Good 
6 CT6 Sc. cerevisiae 94.2 0.73 Good 
7 CT7 Sc. cerevisiae 94.2 0.73 Good 
8 CT8 Sc. cerevisiae 94.2 0.73 Good 
9 CT9 D. etchellsii/carsonii 97.5 0.97 Good 

10 CT10 Sc. cerevisiae 99.6 0.77 Very good 
11 CT11 Sc. cerevisiae 99.8 0.86 Very  good 
12 CT12 C. krusei 97.8 1.00 Good 
13 CT13 Sc. cerevisiae 94.2 0.73 Good 
14 RW1 Sc. cerevisiae 99.9 1.00 Excellent 
15 RW3 Sc. cerevisiae 99.9 0.93 Excellent 
16 RW4 Sc. cerevisiae 99.9 0.93 Excellent 
17 RW5 C. guilliermondii 92.1 0.93 Good 
18 RW7 C. guilliermondii 92.1 0.93 Good 
19 RW11 D. etchellsii/carsonii 79.1 0.84 - 

  
หมายเหตุ  CT: Coconut Toddy, RW: Rice Wine 
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         สําหรับการวิจารณผลการทดสอบ ซ่ึงมีระดับการวิจารณ ที่สามารถยอมรับไดคือ 
excellent identification, very good identification, good identification และ acceptable 
identification สําหรับการทดสอบในครั้งนี้ ระดับการวจิารณหรือระดบัความนาเชื่อถือในการระบสุ
ปชีสสวนใหญอยูในระดับ good, very good และ excellent identification นอกจากคาเปอรเซ็นต 
identification, T index และระดับการวิจารณแลว โปรแกรมนี้ยังแสดงคา test against ซ่ึงเปนคาที่
แสดงเปอรเซ็นตการทดสอบแหลง คารบอนที่แตกตางจากยีสตสวนใหญในกลุมสปชีสที่ระบุ ซ่ึง
การทดสอบแหลงคารบอนบางชนิดที่ยีสตสวนใหญในกลุมนี้สามารถใชได แตตัวอยางที่ทดสอบ
ไมสามารถใชไดหรืออีกความหมายก็คือยสีตสวนใหญในกลุมนี้ ไมสามารถใชแหลงคารบอนชนิด
นี้ไดแตตัวอยางที่ทดสอบสามารถใชได (เสาวลักษณ, 2547) 
 
         จากตารางที่ 5 สามารถแบงยีสตออกเปนกลุมตางๆ ตามคาเปอรเซ็นต identification 
ซ่ึงไดมาจากความสามารถในการใชสารประกอบคารบอน และรายละเอียดการใชสารประกอบ
คารบอนของยีสตในกลุมในแตละกลุม แสดงดังตารางที่ 6 ซ่ึงแสดงถึงความสามารถในการใช
สารประกอบคารบอน โดยพิจารณาจากการเจริญของยีสตที่เวลา 48 ช่ัวโมง ยีสต Saccharomyces 
cerevisiae สามารถแบงไดเปน 5 กลุม ดังนี้ กลุมที่ 1 ไดแก ไอโซเลท CT1, CT2, CT3, CT4, CT5, 
CT6, CT7, CT8 และ CT13 ยีสตกลุมนี้แสดงผลการระบุอยูที่ 94.2%ID และคา T index เทากับ 0.73 
(ตารางที่ 5) ซ่ึงสามารถใชแหลงคารบอนได 5 ชนิด (ตารางที่ 6) ไดแก D-Galactose, D-Sucrose, D-
Raffinose, Methyl-αD-Glucopyranoside และ D-Glucose (ตารางที่ 6) อยางไรก็ตามการระบุสปชีส
ในกลุมที่ 1 นี้แสดง test against Mal 91% คานี้แสดงใหเห็นวา 91% ของสปชีส Sc. cerevisiae 
สามารถที่จะใช D-Maltose ได  
 
         สําหรับกลุมที่ 2 ไดแก ไอโซเลท CT10 ยีสตกลุมนี้แสดงผลการระบุอยูที่ 99.6%ID 
และคา T index เทากับ 0.77 ซ่ึงสามารถใชแหลงคารบอนได 6 ชนิด โดยสามารถใช Lactic acid 
เพิ่มเติมจากผลการใชสารประกอบคารบอนของกลุมที่ 1 และเชนเดยีวกันกับกลุมที ่ 1 ที่แสดง test 
against เปน Mal 91% จะเห็นไดวาถึงแมการระบุสปชีสในกลุมที่ 1 และ 2 จะแสดง test against แต
ผลการวิเคราะหยังแสดงคา %ID คอนขางสูง กลาวคอืสูงกวาคาทีย่อมรับได (80%ID) และใหระดับ
ความนาเชื่อถือเปนในระดับดี และดีมากสําหรับทั้งสองกลุมขางตน สําหรับ Saccharomyces 
cerevisiae กลุมที่ 3 ไดแก ไอโซเลท CT11 ยีสตกลุมนีแ้สดงผลการระบุอยูที่ 99.8%ID และคา T 
index เทากับ 0.86 ซ่ึงสามารถใชแหลงคารบอนได 6 ชนิด  โดยสามารถใช D-Maltose เพิ่มเติมจาก
ผลการใชสารประกอบคารบอนของกลุมที่ 1 นอกจากนี้ยังแสดงผลการเจริญใน Lactic acid ไม
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ชัดเจน แตอยางไรก็ตาม โปรแกรมการวเิคราะหนี้ สามารถที่จะใสเครื่องหมาย ? ในกรณีที่ผลการ
เจริญไมชัดเจน ซ่ึงโปรแกรมก็สามารถที่จะวิเคราะหผลได และไมแสดง test against สําหรับกลุมนี้ 
ในกลุมที่ 4 ไดแก ไอโซเลท RW1 แสดงผลการระบุอยูที่ 99.9%ID และคา T index เทากับ 1 ซ่ึง
สามารถใชแหลงคารบอนได 6  ชนิด ไดแก  D-Galactose, D-Sucrose, Lactic acid, D-Raffinose, D-
Maltose และ D-Glucose ได ในกลุมที่ 5 ไดแก ไอโซเลท RW3 และ RW4 แสดงผลการระบุอยูที่ 
99.9%ID และ คา T index เทากับ 0.93 ซ่ึงสามารถใชแหลงคารบอนได 7  ชนิด ไดแก  D-
Galactose, D-Sucrose, Lactic acid, D-Raffinose, D-Maltose และ D-Glucose ไดเชนเดียวกับกลุมที ่
4 แตสามารถใช Methyl-αD-Glucopyranoside เพิ่มเติม สําหรับผลการวิเคราะห Sc. cerevisiae ใน
กลุมที่ 4 และ 5 พบวาไมแสดง test against  
 
         สําหรับ Debaryomyces etchellsii / carsonii สามารถแบงไดเปน 2 กลุม ดังนี้ กลุมที่ 1 
ไดแก ไอโซเลท CT9 แสดงผลการระบุอยูที่ 97.5 %ID และคา T index เทากับ 0.97 ซ่ึงสามารถใช
แหลงคารบอนได 14  ชนิด ไดแก  D-Galactose, D-Sucrose, N-Acetyl-Glucosamine, D-Maltose, 
D-Trehalose,  Potassium 2-Ketogluconate, Methyl-αD-Glucopyranoside, D-mannitol,  D-
Sorbitol, D-Xylose, Palatinose, D-Melezitose, D-Glucose และ L-Sorbose ได สําหรับกลุมที่ 2 
ไดแก ไอโซเลท RW11 แสดงผลการระบุอยูที ่79.1 %ID และคา T index เทากับ 0.84 ซ่ึงสามารถใช
แหลงคารบอนได 14  ชนิด เชนเดยีวกับ D. etchellsii / carsonii กลุมที่ 1 แตสามารถใช Glycerol ได
และไมเจริญใน  L-Sorbose และแสดง test against SBE 91% คานี้แสดงใหเห็นวา 91% ของสปชีส 
D. etchellsii / carsonii สามารถที่จะใช L-Sorbose ได 
 
         สปชีสที่ถูกระบุวาเปน Candida krusei  มีเพยีงไอโซเลทเดียวไดแก ไอโซเลท CT12 
ซ่ึงใหคา %ID และ T index เทากับ 97.8% และ 1 ตามลําดับ ยีสตไอโซเลทนี้สามารถใชแหลง
คารบอนได 4  ชนิด ไดแก N-Acetyl-Glucosamine, Lactic acid, Glycerol และ D-Glucose ได 
 
         สําหรับสปชีสที่ถูกระบุวาเปน Candida guilliermondii มี 2 ไอโซเลทไดแก RW5 และ 
RW7 ซ่ึงใหคา %ID และ T index เทากันทัง้สองไอโซเลท คือ 97.5%ID และ T index เทากับ 0.97 
ยีสตในกลุมนีส้ามารถใชสารประกอบคารบอนไดถึง 20 ชนิด ไดแก D-Galactose, Actidione, D-
Sucrose, N-Acetyl-Glucosamine, L Arabinose, D-Cellobiose, D-Raffinose, D-Maltose, D-
Trehalose, Potassium 2-KetoGluconate, Methyl-αD-Glucopyranoside, D-Mannitol, D-Sorbitol, 
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D-Xylose, Glycerol, Palatinose , Melezitose, D-Glucose, L-Sorbose และ Glucosamine  และไมมี 
test against  
 
        ยีสต Saccharomycopsis fibuligera เปนสปชีสยีสตที่ตองการแยกและศกึษาความ
แตกตางภายในสปชีส ซ่ึงไมสามารถทดสอบไดโดยอาศัยชุดทดสอบดังกลาว ในการระบุสปชีส
จะตองอาศัยการพิจารณาจากลักษณะของโคโลนีในขั้นตน กอนที่จะคัดเลือกไปวเิคราะหลําดับเบส 
ซ่ึงลักษณะโคโลนีจะมีสีขาว ผิวหนาหยาบดาน เปนผง มเีสนใยปกคลุม ตรงกลางโคโลนีนูน ขอบมี
เสนใยชดัเจน ลักษณะขางตนไดมีการอธิบายอยางชัดเจนในรายงานของสมพร (2544) จากไอ
โซเลทยีสตทั้ง 25 ไอโซเลท พบวาไอโซเลทที่มีลักษณะโคโลนีตามที่กลาวไวขางตนมีจํานวน 5 ไอ
โซเลท ซ่ึงไดแก ไอโซเลท RW2, RW4, RW8, RW9 และ RW12 และถึงแมจะไมสามารถระบุสป
ชีสไดโดยอาศยัการใชสารประกอบคารบอนชนิดตางๆ ขางตน แตอยางไรก็ตามทุกไอโซเลทจะถูก
นํามาระบุสปชีสโดยการวิเคราะหลําดับเบสเพื่อยืนยนัผลอีกครั้งหนึ่ง เชนเดียวกับไอโซเลท RW10 
ที่ใหผลไมชัดเจนในการระบสุปชีสโดยใชชุดทดสอบ API 32 C จากการทดลองพบวาทั้ง 6 ไอ
โซเลทนี้ ใหผลการระบุสปชีสโดยอาศัยการวิเคราะหลําดับเบสบริเวณ D1/D2 ไดอยางชัดเจน  
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ตารางที่ 6  ผลการเจริญของยีสตในกลุมตางๆ ในสารประกอบคารบอนที่มีอยูในชุดทดสอบ API 32 C  
 

สารประกอบคารบอน สปชีส 

GAL ATC SAC NAG LAT ARA CEL RAF MAL TRE 2KG MDG MAN LAC INO O 
Sc. cerevisiae                 
กลุมที่ 1  +  +     +    +     
กลุมที่ 2 +  +  +   +    +     
กลุมที่ 3 +  +  ?   + +        
กลุมที่ 4 +  +  +   + +        
กลุมที่ 5 +  +  +   + +   +     

D. etchellsii / carsonii                 
กลุมที่ 1 +  + +     + + + + +    
กลุมที่ 2 +  + +     + + + + +    
C. krusei    + +            

C. guilliermondii + + + +  + + + + + + + +    

 
หมายเหตุ  เครื่องหมาย + : สามารถเจริญในหลุมที่มสีารประกอบคารบอนชนิดนั้นๆ ได และ สัญลักษณ ? : ผลการเจริญของยีสตไมชัดเจน 
     GAL (D-GALactose), ATC (cycloheximide(ACTidione)), SAC (D-SACcharose (sucrose)), NAG (N-Acetyl-Glucosamine), LAT (LacTic acid), ARA (L-     
     ARAbinose), CEL (D-CELlobiose), RAF (D-RAFfinose), MAL (D-MALtose), TRE (D-TREhalose), 2KG (potassium 2-KetoGluconate), MDG (Methyl-αD-    
     Glucopyranoside), MAN (D-MANnitol), LAC (D-LACtose (bovine  origin), INO (INOsitol), O (NO substrate)  
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ตารางที่ 6 (ตอ)   
 

สารประกอบคารบอน สปชีส 

SOR XYL RIB GLY RHA PLE ERY MEL GRT MLZ GNT LVT GLU SBE GLN ESC 
test 

against 
Sc. cerevisiae                  
กลุมที่ 1             +    Mal 91% 
กลุมที่ 2             +    Mal 91% 
กลุมที่ 3             +     
กลุมที่ 4             +     
กลุมที่ 5             +     

D. etchellsii / carsonii                  
กลุมที่ 1 + +    +    +   + +    
กลุมที่ 2 + +  +  +    +   +    SBE 91% 
C. krusei    +         +     

C. guilliermondii + +  +  +    +   + + +   

 
หมายเหตุ  เครื่องหมาย + : สามารถเจริญในหลุมที่มสีารประกอบคารบอนชนิดนั้นๆ ได, SOR (D-SORbitol), XYL (D-XYLose), RIB (D-RIBose), GLY (GLYcerol),  

     RHA (L-RHAmnose), PLE (PaLatinosE), ERY (ERYthritol), MEL (D-MELibiose), GRT (sodium  GlucuRonaTe), MLZ (D-MeLeZitose), GNT (potassium  
     GlucoNaTe), LVT (lvulinic  acid ( LeVulinaTe )), GLU (D-GLUcose), SBE (L-SOrBosE), GLN (GlucosamiNe) และ ESC (ESCulin) 
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2.2  การระบุสปชีสของยีสต โดยอาศัยขอมลูลําดับเบสบริเวณ D1/D2 domain 
 
       ขั้นตอนการวิเคราะหลําดับเบสดีเอ็นเอโดยอาศัยปฏิกิริยา PCR (Polymerase Chain 

Reaction) หรือ cycle sequencing ประกอบดวยขั้นตอนที่สําคัญดังตอไปนี้ (1) การสกัดดีเอ็นเอ (2) 
การเพิ่มชิ้นสวนดีเอ็นเอบริเวณ D1/D2 domain โดยเทคนิค PCR (3) การทํา cycle sequencing และ 
(4) การวิเคราะหลําดับเบส 

 
        ดีเอ็นเอทีส่กัดไดของยสีตที่แยกไดทัง้หมด 25 ไอโซเลท จะถูกนําไปเปนดีเอ็นเอ
ตนแบบในการทําปฏิกิริยา PCR เพื่อหาลําดับเบสในขั้นตอนตอไป จากลักษณะของแถบดีเอ็นเอที่
สกัดไดพบวาแถบดีเอ็นเอไมมีลักษณะ smear ซ่ึงสอดคลองกับผลการหาความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอ 
โดยการวัดคาการดูดกลืนแสงอัลตราไวโอเล็ต ที่ความยาวคลื่น 260 และ 280 นาโนเมตร พบวาดี
เอ็นที่สกัดไดนั้นใหคาอัตราสวนระหวางคาการดูดกลืนแสงที่ 260 ตอคาการดูดกลืนแสงที่ 280 มีคา
อยูในชวง 1.7-2.0 ซ่ึงเปนคาที่แสดงวาดีเอ็นเอมีความบริสุทธิ์   คาที่เหมาะสมที่สุดควรมีคาเทากบั 
1.8 ในกรณีทีต่่ํากวา 1.8 แสดงวาดีเอน็เอนั้นไมบริสุทธิ์ มีโปรตีนปนเปอนอยู และในกรณีที่มีคา
มากกวา 1.8 แสดงวามี RNA ปนเปอน  

 
       ดีเอ็นเอทีบ่ริสุทธิ์จะถูกนํามาเปนดเีอน็เอตนแบบในปฏิกิริยา PCR เพื่อเพิ่มจํานวน

ชิ้นสวนดเีอ็นเอบริเวณ D1/D2 domain ที่อยูบริเวณ 5’end ของ Large subunit (26S rDNA) 
ribosomal DNA โดยอาศยัไพรเมอร NL1 และ NL4 ซ่ึงขนาดของผลผลิต PCR ที่ไดมีขนาด
ประมาณ 600 คูเบส ขนาดผลผลิต PCR ที่ไดนีใ้หผลเชนเดียวกับทีม่ีรายงานของ Kurtzman and 
Robnett ซ่ึงไดทําการศึกษายีสตในกลุม ascomycetous และ Saccharomyces complex ในป 1998 
และ 2003 ตามลําดับ  ภาพที่ 7 และ 8 แสดงผลการทําปฏิกิริยา PCR และขนาดของผลผลิต PCR 
ของไอโซเลทที่แยกไดจากลูกแปง ขาวหมาก และสาโท (ภาพที่ 7) และจากน้ําตาลเมา (ภาพที่ 8) 
ตามลําดับ หลังจากตกตะกอนใหผลผลิต PCR มีความบริสุทธิ์มากขึ้น นอกจากนี้ทั้ง 2 ภาพ ยังแสดง
แถบของดีเอ็นเอทราบความเขมขน  ซ่ึงจะใชในการเปรยีบเทียบหาความเขมขนของผลผลิต PCR 
ของไอโซเลทตางๆ สําหรับการเตรียมผลผลิต PCR ใหมีความเขมขนที่เหมาะสม กอนที่จะนําไปทํา
ปฏิกิริยา cycle sequencing อีกดวย 
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ภาพที ่7  ผลผลิต PCR ของไอโซเลทยีสตที่แยกจากลูกแปง ขาวหมาก และสาโท จํานวน 12 ไอ 
โซเลท 
แถวที่ 1 คือ 100 bp ladder (GeneRulerTM MBI Fermentas) 
แถวที ่2-13 คือ RW1, RW2, RW3, RW4, RW5, RW6, RW7, RW8, RW9, RW10, RW11, 
RW12 ตามลําดับ 
แถวที่ 14-17 คือ ดีเอ็นเอทีท่ราบความเขมขน โดยมีความเขมขน 40, 120, 200 และ 280 นา

 โนกรัมตอไมโครลิตร ตามลําดับ 
 
       หลังจากตกตะกอนผลผลิต PCR เพื่อใหผลผลิต PCR มีความบริสุทธิ์มากขึ้นแลว 

ผลผลิต PCR ดังกลาวจะถูกนํามาหาความเขมขนอยางคราวๆ โดยการเปรียบเทียบความเขมของ
แถบดีเอ็นเอตัวอยางกับความเขมของแถบดีเอ็นเอที่ทราบความเขมขน  ที่มีความเขมขนดีเอ็นเอ
เทากับ 40, 120, 200 และ 280 นาโนกรัมตอไมโครลิตร บนเจลอะกาโรส 1.5% ซ่ึงหลังจากทราบ
ความเขมขนท่ีแนนอนของดีเอ็นเอตัวอยางที่ไดจากการเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานที่สรางจาก
ความเขมขนของดีเอ็นเอที่ทราบความเขมขน ดังกลาวแลว ทําการปรับความเขมขนของผลผลิต 
PCR ใหมีความเขมขนอยูในชวง 180-250 นาโนกรัมตอไมโครลิตร ซ่ึงเปนความเขมขนที่เหมาะสม 
เพื่อใชเปนดีเอ็นเอตนแบบในการทํา cycle sequencing (เสาวลักษณ, 2547) ซ่ึงในการทําปฏิกิริยา 
cycle sequencing นี้ไดใชไพรเมอรสาย forward (NL1) จากนั้นนําผลผลิต PCR จากการทํา cycle 
sequencing ไปลางสีสวนเกิน เพื่อกําจัดสีสวนที่ไมทําปฏิกิริยาออก กอนที่จะนําไปวิเคราะหลําดับ
เบสโดยอาศัยเครื่องอานลําดับเบสแบบอัตโนมัติ (DNA sequencer)  
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ภาพที ่8  ผลผลิต PCR ของไอโซเลทยีสตที่แยกไดจากน้ําตาลเมา (ไอโซเลท CT) จํานวน 13 ไอ 
โซเลท 
แถวที่ 1 คือ 100 bp ladder (GeneRulerTM MBI Fermentas) 
แถวที ่2-14 คือ CT1, CT2, CT3, CT4, CT5, CT6, CT7, CT8, CT9, CT10, CT11, CT12, 
CT13 ตามลําดับ 
แถวที่ 15-18 คือ ดีเอ็นเอทีท่ราบความเขมขน โดยมีความเขมขน 40, 120, 200 และ 280 นา

 โนกรัมตอไมโครลิตร ตามลําดับ 
 
       การระบุสปชีสของยีสตสามารถทําไดโดยการเปรียบเทียบลําดับเบสที่ไดจากเครื่อง

อานลําดับเบส มาเปรียบเทียบกับฐานขอมูล GenBank ที่เว็ปไซต 10 Hwww.ncbi.nlm.nih.gov โดยใช
โปรแกรม BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) ซ่ึงเปนเครื่องมือในการเปรียบเทียบสาย
ลําดับ aligment ที่มักใชในกรณีที่สายลําดับเสนที่เปรียบเทียบ (query sequence) ส้ันกวาเสนที่มีอยู
ในฐานขอมูล เนื่องจากเปนการเปรียบเทียบลําดับเบสบางสวน ( local alignment) (วสันต และ
BioIT Team, 2547) ซ่ึงผลการเปรียบเทียบจะแสดงออกมาในรูปของ % identification  ผลการระบุส
ปชีสของยีสตทั้ง 25 ไอโซเลท โดยอาศัยลําดับเบสบริเวณ D1/D2 domain แสดงดังตารางที่ 7  จาก
ตารางพบวาไอโซเลทที่ใหผลการระบุสปชีสตรงกับ accession number เดียวกัน ไดแก CT1 และ 
CT6 ใหผลการระบุสปชีสเปน Saccharomyces  cerevisiae ซ่ึงตรงกับ accession number เดียวกัน 
คือ AY529516   ไอโซเลท CT2, CT4, CT7, CT8, CT10 และ RW1 ใหผลการระบุสปชีสตรงกับ 
EF192587 และ ไอโซเลท CT3, CT5 และ CT11 ใหผลการระบุสปชีสตรงกับ AY518285 สําหรับ
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ไอโซเลท RW2 และ RW12 ใหผลการระบุสปชีสเปน Saccharomycopsis fibuligera ซ่ึงตรงกับ 
accession number เดียวกัน คือ AB198183  นอกจากนี้ไอโซเลท RW5 และ RW7 ใหผลการระบุสป
ชีสเปน Candida caribbica / Candida fermentati  ซ่ึงตรงกับ accession number เดียวกัน คือ 
EF063131 สําหรับไอโซเลทอื่นๆ แสดงผลการระบุสปชีสดังตารางที่ 7 และสําหรับตารางท่ี 8 ได
แสดงผลการระบุสปชีสของทั้ง 2 วิธี ทั้งจากการทดสอบความสามารถในการใชสารประกอบ
คารบอนโดยชุดทดสอบ API 32 C และจากขอมูลลําดับเบสบริเวณ D1/D2 domain เพื่อเปรียบเทียบ
ผลการระบุสปชีสทั้ง 2 วิธีนี้อีกดวย 

 
        จากการระบุสปชีสของยีสตโดยอาศยัลําดับเบสบริเวณ D1/D2 (ตารางที่ 7) สามารถ
ระบุสปชีสของยีสตไดทุกไอโซเลท ไอโซเลทยีสตสวนใหญใหคา % identification (%id) อยู
ในชวง 98-99% ยกเวนไอโซเลท CT7 และ RW11 ที่ใหคา %identification เทากับ 96% และ 91%  
ตามลําดับ ซ่ึงคาที่ไดถือวาเปนคาที่สูงและเปนทีย่อมรับ มีระดับความนาเชื่อถือสูง จากทั้งหมด 25 
ไอโซเลท ยีสตที่แยกไดจากน้ําตาลเมา (สัญลักษณ CT) จํานวน 13 ไอโซเลท สามารถระบุวาเปน
ยีสต Saccharomyces cerevisiae จํานวน 11 ไอโซเลท Candida tropicalis จํานวน 1 ไอโซเลท และ 
Issatchenkia orientalis  จํานวน  1 ไอโซเลท  สําหรับยีสตที่แยกไดจากลูกแปง ขาวหมาก และสาโท 
(สัญลักษณ RW) จํานวน 12 ไอโซเลท สามารถระบุสปชีส ซ่ึงระบุวาเปน Sc. cerevisiae จํานวน 3 
ไอโซเลท Saccharomycopsis fibuligera จํานวน 5 ไอโซเลท และ Candida caribbica / Candida 
fermentati จํานวน  2 ไอโซเลท Pichia farinosa และ C. tropicalis อยางละ 1 ไอโซเลท  และ
สําหรับไอโซเลทยีสต 6 ไอโซเลทที่ไมสามารถระบุสปชีสไดโดยอาศัยความสามารถในการใช
สารประกอบคารบอนนั้น สามารถระบุสปชีสไดโดยการวิเคราะหลําดบัเบสบริเวณ D1/D2 พบวา
ในทั้งหมด 6 ไอโซเลท ยีสตจํานวน 5 ไอโซเลท สามารถระบุไดวาเปน Sm. fibuligera (RW2, 
RW6, RW8, RW9 และ RW12) สําหรับ RW10 สามารถระบุไดวาเปนยีสต         P. farinosa ซ่ึงทั้ง 
6 ไอโซเลท แสดงผลการระบุสปชีสที่มีระดับความนาเชือ่ถือสูง โดยแสดง %id ถึง 98-99% 
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ตารางที่ 7  ขอมูลลําดับเบส (sequence information) จากการวิเคราะหลําดับเบสบริเวณ D1/D2     
     domain ของยีสตที่แยกจากลูกแปง ขาวหมาก และกระบวนการหมกัสาโทและน้ําตาล
     เมา  

 
ไอโซเลทยีสต สปชีสยีสต %Identity Accession number 

CT1 Sc. cerevisiae 99 AY529516 
CT2 Sc. cerevisiae 98 EF192587 
CT3 Sc. cerevisiae 99 AY518285 
CT4 Sc cerevisiae 98 EF192587 
CT5 Sc. cerevisiae 99 AY518285 
CT6 Sc. cerevisiae 99 AY529516 
CT7 Sc. cerevisiae 96 EF192587 
CT8 Sc. cerevisiae 99 EF192587 
CT9 C. tropicalis 98 AJ749824 

CT10 Sc. cerevisiae 99 EF192587 
CT11 Sc. cerevisiae 98 AY518285 
CT12 I. orientalis 99 AM159110 
CT13 Sc. cerevisiae 99 EF192590 
RW1 Sc. cerevisiae 99 EF192587 
RW2 Sm. fibuligera 98 AB198183 
RW3 Sc. cerevisiae 99 EF063139 
RW4 Sc. cerevisiae 98 AM159109 
RW5 P. caribbica / C. fermentati 99 EF063131/DQ377634 
RW6 Sm. fibuligera 99 AB195270 
RW7 P. caribbica / C. fermentati 98 EF063131/DQ377634 
RW8 Sm. fibuligera 99 AB196495 
RW9 Sm. fibuligera 99 U09238 
RW10 P.  farinosa 99 AF335973 
RW11 C. tropicalis 91 EF151501 
RW12 Sm. fibuligera 99 AB198183 

 
หมายเหตุ  CT: Coconut Toddy, RW: Rice Wine 
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ตารางที่ 8  การระบุสปชีสของยีสตโดยอาศัยความสามารถในการใชสารประกอบคารบอนโดยชุด 
     ทดสอบ API 32 C และการวิเคราะหลําดบัเบสบริเวณ D1/D2 domain 

 
ไอโซเลท API 32 C  วิเคราะหลําดับเบส D1/D2 domain 

CT1 Sc. cerevisiae          Sc. cerevisiae          
CT2 Sc. cerevisiae          Sc. cerevisiae          
CT3 Sc. cerevisiae          Sc. cerevisiae          
CT4 Sc. cerevisiae          Sc. cerevisiae          
CT5 Sc. cerevisiae          Sc. cerevisiae          
CT6 Sc. cerevisiae          Sc. cerevisiae          
CT7 Sc. cerevisiae          Sc. cerevisiae          
CT8 Sc. cerevisiae          Sc. cerevisiae          
CT9 D. etchellsii / carsonii   C. tropicalis          

CT10 Sc. cerevisiae   Sc. cerevisiae          
CT11 Sc. cerevisiae   Sc. cerevisiae          
CT12 C. krusei   I. orientalis          
CT13 Sc. cerevisiae          Sc. cerevisiae          
RW1 Sc. cerevisiae   Sc. cerevisiae          
RW2 - Sm. fibuligera          
RW3 Sc. cerevisiae  Sc. cerevisiae          
RW4 Sc. cerevisiae   Sc. cerevisiae          
RW5 C. guilliermondii  P. caribbica / C. fermentati          
RW6 - Sm. fibuligera          
RW7 C. guilliermondii  P. caribbica / C. fermentati          
RW8 - Sm. fibuligera          
RW9 - Sm. fibuligera          
RW10 - P. farinosa         
RW11 D. etchellsii / carsonii   C. tropicalis  
RW12 - Sm. fibuligera          

 
หมายเหตุ  CT: Coconut toddy, RW: Rice wine 
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        จากผลการทดลองขางตน Saccharomyces cerevisiae ซ่ึงจะถูกนําไปศึกษาในลําดบั
ตอไป ใหผลการระบุสปชีสสอดคลองกันโดยอาศัยทั้งการทดสอบโดย API 32 C และการวิเคราะห
ลําดับเบส และสําหรับลําดบัเบสที่ไดของทุกไอโซเลทที่ทําการศึกษาในครั้งนี้ จะถูกนําไปหา
ความสัมพันธทางพันธุกรรม (genetic relation) ของยีสตแตละสปชีสที่ไดระบุสปชีสไวขางตน โดย
การเปรียบเทยีบลําดับเบสบริเวณดังกลาว เพื่อจุดประสงคในการศึกษาความหลากหลายและศึกษา
ผลของการจัดกลุมของยีสตในแตละไอโซเลท 

 
3.  การวิเคราะหความสัมพันธทางพันธุกรรมของยีสต 
 
 ความสัมพันธทางพันธุกรรมของยีสตในแตละไอโซเลทที่แยกไดจากลูกแปง ขาวหมาก 
และระหวางการหมักสาโท และน้ําตาลเมา ทั้ง 25 ไอโซเลท สามารถวิเคราะหไดโดยอาศยัการ
เปรียบเทียบลําดับเบสบริเวณ D1/D2 domain ของ 26S rDNA  โดยอาศัยโปรแกรม Clustal X ซ่ึง
เปนโปรแกรมที่ทํางานบนระบบปฏิบัติการ Window โดยใชการเปรียบเทยีบลําดับเบสแบบ 
multiple alignment คือการเปรียบเทียบสายลําดับเบสหลายสายในคราวเดยีวกัน จํานวน 3 เสนขึน้
ไป โดยจดัเรยีงเปนรูปสามเหลี่ยมผืนผา ซ่ึงแตละแถวจะประกอบดวยสายลําดับ 1 เสนที่อาจมี
ชองวางแทรกอยู และมกีารเนนตําแหนงทีเ่หมือนกนั (similarity) หรือมีการอนุรักษ (conservation) 
การเปรียบเทยีบลําดับเบสพรอมกันหลายๆ เสนอยางเหมาะสมจะตองใหคาคะแนนที่เหมาะสม 
หมายถึงระดับความเหมือนกนัมากที่สุด หรือมีการสูญเสียต่ําที่สุด (วสันต และBioIT team, 2547)  
ซ่ึงผลการเปรียบเทียบลําดับเบสบริเวณ D1/D2 domain ของ 26S rDNAของยีสตทั้ง 25 ไอโซเลท 
แสดงดังภาพที่ 9  ขอมูลดีเอ็นเอหลังจากมีการแกไขโดยใชโปรแกรม BioEdit เพื่อจัดการกับลําดบั
เบสสวนเริ่มตนและตวัส้ินสุดใหอยูในตําแหนงเดยีวกันแลว จะถูกนํามาวิเคราะหดวยโปรแกรม
ตางๆ ที่มีอยูใน Phylip package เร่ิมตนจากการวิเคราะหหาระยะหางทางพนัธุกรรม (genetic 
distance) ดวยโปรแกรม Dnadist โดยวิธี Kimura 2 parameter คาที่แสดงระยะหางทางพันธุกรรม 
ของแตละไอโซเลท แสดงดงัภาพที่ 10 ซ่ึงจะแสดงอยูในรูปของ Triangular distance matrix  คา
ดังกลาวจะถูกนํามาวิเคราะหตอเพื่อสราง phylogenetic tree หรือ dendogram โดยโปรแกรม 
Neighbor โดยใชวิธี Neightbor-joining (วสันต และBioIT team, 2547)  ซ่ึง dendogram ที่วิเคราะห
ไดจากโปรแกรมดังกลาว แสดงดังภาพที่ 11 
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 จากภาพที่ 11 ตัวเลขที่อยูบน phylogenetic tree เรียกวาคาความนาเชื่อถือซ่ึงเปนคาทางสถิติ 
(bootstrap)  คานี้ไดมาจากการวิเคราะหโดยโปรแกรม Seqboot ในการสรางจํานวนชุดของลําดับ
เบสจํานวน 1000 คร้ัง (จํานวนครั้งในการสรางจํานวนชุดของขอมูล ขึ้นอยูกับผูวิเคราะห ซ่ึงสวน
ใหญงานวิจยัที่ถูกตีพิมพ นยิมใชจํานวน 1000 ซ่ึงจะเปนคาที่เหมาะสมตอระดับความนาเชื่อถือ และ
เหมาะสมตอการคํานวณ) คาดังกลาวจะถกูนํามาวิเคราะหตอ เพื่อที่จะสราง distance matrix จํานวน 
1000  matrixes  โดยโปรแกรม Dnadist ซ่ึงแตละ matrix ก็จะถูกนาํไปสราง phylogenetic tree 
จํานวน 1000 trees อาศัยวิธี Neighbor-joining ในโปรแกรม Neighbor จากนั้นโปรแกรม Consense 
ก็จะทําการคํานวณหา consensus tree ซ่ึงเปน tree ที่ถูกตอง เปนไปได และที่มีความนาเชื่อถือมาก
ที่สุดจากการเปรียบเทียบทั้ง 1000 trees และจะแสดงคาทางสถิติ (bootstrap) มา ซ่ึงคานี้จะนําไป
แสดงไวใน phylogenetic  tree ที่ไดในครั้งแรก  ซ่ึงคาระดับความเชื่อมั่นที่ไดจากการทดลองนี้
แสดงบนกิ่งของ Phylogenetic tree ดังภาพที่ 11 
 
 
RW6             TTAGTACCGGCGAGTGAAGCGGCAAAACTTCAAATTTGAAAGCTAGCACC 
RW8             TTAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAAGCTAGCACC 
RW9             TTAGTACCGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAAGCTAGCACC 
RW12            CTAGTAC-GGCGAGTGAAGCGGCAAAAGTTCAAATTTGAAAGCTAGCACC 
RW2             CTTGTCCCG-CGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAANCTAGCACC 
RW5             TTAGTACCGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGCACC 
RW7             TTAGTACCGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGCACC 
RW10            CTAGTACCGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGTTCAAATTTGAAATCTGGCGTC 
RW11            TTAGTACCGGCGAGTGAAGCGGCAAATTTTCAAATTTGAAATCTGGCNCT 
CT9             TTAGTACCGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGCTCT 
CT2             TTAGTAC-GGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGTACC 
CT5             TTAGTACCGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGTACC 
RW3             TTAGTACCGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGTTCAAATTTGAAATCTGGTACC 
RW4             TTAGTACCGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGTTCAAATTTGAAATCTGGTCCC 
CT3             CTAGTACCGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGTACC 
CT8             CTTGTACCG-CGAGTGAAGCGGCAAAAGCTTAAATTTGAAATCTGGTACC 
CT11            TTAGTACCGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGTACC 
CT10            TTAGTAC-GGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGTACC 
CT1             CTAGTAACCGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGTACC 
CT13            CTAGTA-CGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGTACC 
CT6             TTAGTANCGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGTACC 
CT4             TTAGTAC-GGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGTACC 
RW1             TTAGTAC-GGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGTACC 
CT7             TTAGTAC-GGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGTACC 
CT12            TCAGTAGCGGCGAGTGAAGCGGCAAGAGCTCAGATTTGAAATCGTGC--- 
                   **     ***************    * * ******** *  *     
 

 
ภาพที่ 9  การเปรียบเทียบลําดับเบสบริเวณ D1/D2 domain ของ 26S rDNA ของไอโซเลทยีสต 

 ทั้งหมด 25 ไอโซเลท โดย Clustal X  
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RW6             TTCGGTGTTCGCGTTGTAATTTGAAGATAGTTTCCTTGAG--TAGTCCTTTATCTATG-- 
RW8             TTCGGTGTTCGCGTTGTAATTTGAAGATAGTTTCCTTGAG--TAGTCCTTTATCTATG-- 
RW9             TTCGGTGTTCGCGTTGTAATTTGAAGATAGTTTCCTTGAG--TAGTCCTTTATCTATG-- 
RW12            TTCGGTGTTCGCGTTGTAATTTGAAGATAGTTTCCTTGAG--TAGTCCTTTATCTATG-- 
RW2             TTCGGTGTTCGCGTTGTAATTTGAAGATAGTTTCCTTGAG--TAGTCCTTTATCTNTG-- 
RW5             TTCGGTGTCCGAGTTGTAATTTGAAGATTGTAACCTTGGGGTTGGCTC-TTGTCTATG-- 
RW7             TTCGGTGTCCGAGTTGTAATTTGAAGATTGTAACCTTGGGGTTGGCTC-TTGTCTATG-- 
RW10            TTCGGCGTCCGAGTTGTAATTTGAAGAAGGCTACTTTGGGGCTGGAGT-TTGTCTAAG-- 
RW11            TTCAGAGTCCGAGTTGTAATTTGAAGAAGGTATCTTTGGGTCTGGCTCCTTGTCTATGGT 
CT9             TTCAGAGTCCGAGTTGTAATTTGAAGAAGGTATCTTTGGGTCTGGCTC-TTGTCTATG-- 
CT2             TTCGGTGCCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGG-CCGTTCCTTGTCTATG-- 
CT5             TTCGGTGCCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGG-CCGTTCCTTGTCTATG-- 
RW3             TTCGGTGCCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGG-CCGTTCCTTGTCTATG-- 
RW4             TTCGGTGCCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGG-CCGTTCCTTGTCTATG-- 
CT3             TTCGGTGCCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGG-CCGTTCCTTGTCTATG-- 
CT8             TTCGGTGCCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGG-CCGTTCCTTGTCTATG-- 
CT11            TTCGGTGCCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGG-CCGTTCCTTGTCTATG-- 
CT10            TTCGGTGCCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGG-CCGTTCCTTGTCTATG-- 
CT1             TTCGGTGCCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGG-CCGTTCCTTGTCTATG-- 
CT13            TTCGGTGCCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGG-CCGTTCCTTGTCTATG-- 
CT6             TTCGGTGCCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGG-CCGTTCCTTGTCTATG-- 
CT4             TTCGGTGCCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGG-CCGTTCCTTGTCTATG-- 
RW1             TTCGGTGCCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGG-CCGTTCCTTGTCTATG-- 
CT7             TTCGGTGCCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGG-CCGTTCCTTGTCTATG-- 
CT12            TTTGCGGCACGAGTTGTAGATTGCAGGTTGGAG-TCTGTGTGGAAGGCGGTGTCCAAG-- 
                **    *  ** ******  *** **   *      ** *          * **   *   
 
 
RW6             TTCCTTGG-AACA-GGACGT-CATAGAGG-GTGAGAACCCCGTATGATTTTG-GATACTA 
RW8             TTCCTTGG-AACA-GGACGT-CATAGAGG-GTGAGAACCCCGTATGATTTTG-GATACTA 
RW9             TTCCTTGG-AACA-GGACGT-CATAGAGG-GTGAGAACCCCGTATGATTTTG-GATACTA 
RW12            TTCCTTGG-AACA-GGACGT-CATAGAGG-GTGAGAACCCCGTATGATTTTG-GATACTA 
RW2             TTCCTTGG-AACATAGACGT-CATAGAGGAGTGAGAACCCCGTATGATTTTG-GATACTA 
RW5             TTTCTTGG-AACA-GGACGT-CACAG-AGGGTGAGAATCCCGTGCGATGAGATG-CCCAA 
RW7             TTTCTTGG-AACA-GGACGT-CACAG-AGGGTGAGAATCCCGTGCGATGAGATG-CCCAA 
RW10            TTCCTTGG-AACA-GGACGT-CACAG-AGGGTGAGAATCCCGTGAGATAAGCTT-CCCAG 
RW11            NTNCTTGGGAACA-GAACGTTCACAGTAGGGTGAGAATCCCGTGCGATGAGATGATCCAN 
CT9             TTTCTTGG-AACA-GAACGT-CACAG-AGGGTGAGAATCCCGTGCGATGAGATGATCCAG 
CT2             TTCCTTGG-AACA-GGACGT-CATAG-AGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGG-AGTGCGG 
CT5             TTCCTTGG-AACA-GGACGT-CATAG-AGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGG-AGTGCGG 
RW3             TTCCTTGG-AACA-GGACGT-CATAG-AGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGG-AGTGCGG 
RW4             TTCCTTGG-AACA-GGACGT-CATAG-AGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGG-AGTGCGG 
CT3             TTCCTTGG-AACA-GGACGT-CATAG-AGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGG-AGTGCGG 
CT8             TTCCTTGG-AACA-GGACGT-CATAG-AGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGG-AGTGCGG 
CT11            TTCCTTGG-AACA-GGACGT-CATAG-AGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGG-AGTGCGG 
CT10            TTCCTTGG-AACA-GGACGT-CATAG-AGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGG-AGTGCGG 
CT1             TTCCTTGG-AACA-GGACGT-CATAG-AGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGG-AGTGCGG 
CT13            TTCCTTGG-AACA-GGACGT-CATAG-AGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGG-AGTGCGG 
CT6             TTCCTTGG-AACA-GGACGT-CATAG-AGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGG-AGTGCGG 
CT4             TTCCTTGG-AACA-GGACGT-CATAG-AGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGTAGTGCGG 
RW1             TTCCTTGG-AACA-GGACGT-CATAG-AGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGG-AGTGCGG 
CT7             TTCCTTGG-AACA-GGACGT-CATAG-AGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGG-AGTGCGG 
CT12            TCCCTTGG-AACA-GGGCGC--CCAGGAGGGTGAGAGCCCCGTGGGATGCCG----GCGG 
                   ***** ****    **     **  * ******  *****  *           *   
 
 

ภาพที่ 9 (ตอ) 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
  62 



 

RW6             CTCTTTGTGGG-ATTCTATCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGG--AATGCAGCTCTAAGTGGG 
RW8             CTCTTTGTGGG-ATTCTATCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGG--AATGCAGCTCTAAGTGGG 
RW9             CTCTTTGTGGG-ATTCTATCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGG--AATGCAGCTCTAAGTGGG 
RW12            CTCTTTGTGGG-ATTCTATCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGG--AATGCAGCTCTAAGTGGG 
RW2             CTCTTTGTGGGGATTCTATCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGG--AATGCAGCTCTAAGTGGG 
RW5             TCCTATGTAAGGTGCTTTC-GAAGAGTCGAGTTGTTTGGG--AATGCAGCTCTAAGTGGG 
RW7             TCCTATGTAAGGTGCTTTC-GAAGAGTCGAGTTGTTTGGG--AATGCAGCTCTAAGTGGG 
RW10            TTCTATGTAAAGTGCTTTC-GAAGAGTCGAGTTGTTTGGG--AATGCAGCTCTAAGTGGG 
RW11            GCCTATGTAAAGTTCCTTCCNAAGAGTCGAGTTGTTTNGGGTAATGCAGCTCTAAGTGGG 
CT9             GCCTATGTAAAGTTCCTTC-GAAGAGTCGAGTTGTTTGGG--AATGCAGCTCTAAGTGGG 
CT2             TTCTTTGTAAAGTGCCTTC-GAAGAGTCGAGTTGTTTGGG--AATGCAGCTCTAAGTGGG 
CT5             TTCTTTGTAAAGTGCCTTC-GAAGAGTCGAGTTGTTTGGG--AATGCAGCTCTAAGTGGG 
RW3             TTCTTTGTAAAGTGCCTTC-GAAGAGTCGAGTTGTTTGGG--AATGCAGCTCTAAGTGGG 
RW4             TTCTTTGTAAAGTGCCTTC-GAAGAGTCGAGTTGTTTGGG--AATGCAGCTCTAAGTGGG 
CT3             TTCTTTGTAAAGTGCCTTC-GAAGAGTCGAGTTGTTTGGG--AATGCAGCTCTAAGTGGG 
CT8             TTCTTTGTAAAGTGCCTTC-GAAGAGTCGAGTTGTTTGGG--AATGCAGCTCTAAGTGGG 
CT11            TTCTTTGTAAAGTGCCTTC-GAAGAGTCGAGTTGTTTGGG--AATGCAGCTCTAAGTGGG 
CT10            TTCTTTGTAAAGTGCCTTC-GAAGAGTCGAGTTGTTTGGG--AATGCAGCTCTAAGTGGG 
CT1             TTCTTTGTAAAGTGCCTTC-GAAGAGTCGAGTTGTTTGGG--AATGCAGCTCTAAGTGGG 
CT13            TTCTTTGTAAAGTGCCTTC-GAAGAGTCGAGTTGTTTGGG--AATGCAGCTCTAAGTGGG 
CT6             TTCTTTGTAAAGTGCCTTC-GAAGAGTCGAGTTGTTTGGG--AATGCAGCTCTAAGTGGG 
CT4             TTCTTTGTAAAGTGCCTTC-GAAGAGTCGAGTTGTTTGGG--AATGCAGCTCTAAGTGGG 
RW1             TTCTTTGTAAAGTGCCTTC-GAAGAGTCGAGTTGTTTGGG--AATGCAGCTCTAAGTGGG 
CT7             TTCTTTGTAAAGTGCCTTC-GAAGAGTCGAGTTGTTTGGG--AATGCAGCTCTAAGTGGG 
CT12            AAGCA-GTGAGGCCCTTCT-GACGAGTCGAGTTGTTTGGG--AATGCAGCTCCAAGCGGG 
                      **        *    * ************** **  ********** *** *** 

 
 
RW6             TGGTAAA-TTCCATCT-AAAGCTAAATATT-GGCGAGAGAC-CGATAGCGAACAAGTACA 
RW8             TGGTAAA-TTCCATCT-AAAGCTAAATATT-GGCGAGAGAC-CGATAGCGAACAAGTACA 
RW9             TGGTAAA-TTCCATCT-AAAGCTAAATATT-GGCGAGAGAC-CGATAGCGAACAAGTACA 
RW12            TGGTAAA-TTCCATCT-AAAGCTAAATATT-GGCGAGAGAC-CGATAGCGAACAAGTACA 
RW2             TGGTAAA-TTCCATCT-AAAGCTAAATATT-GGCGAGAGAC-CGATAGCGAACAAGTACA 
RW5             TGGTAAA-TTCCATCT-AAAGCTAAATATT-GGCGAGAGAC-CGATAGCGAACAAGTACA 
RW7             TGGTAAA-TTCCATCT-AAAGCTAAATATT-GGCGAGAGAC-CGATAGCGAACAAGTACA 
RW10            TGGTAAA-TTCCATCT-AAAGCTAAATATT-GGCGAGAGAC-CGATAGCGAACAAGTACA 
RW11            CGGTAAAATTCCATCTCAAAGCTAAATTTTTGGCGAGAGACTCGATCGCGAACAAGTACA 
CT9             TGGTAAA-TTCCATCT-AAAGCTAAATATT-GGCGAGAGAC-CGATAGCGAACAAGTACA 
CT2             TGGTAAA-TTCCATCT-AAAGCTAAATATT-GGCGAGAGAC-CGATAGCGAACAAGTACA 
CT5             TGGTAAA-TTCCATCT-AAAGCTAAATATT-GGCGAGAGAC-CGATAGCGAACAAGTACA 
RW3             TGGTAAA-TTCCATCT-AAAGCTAAATATT-GGCGAGAGAC-CGATAGCGAACAAGTACA 
RW4             TGGTAAA-TTCCATCT-AAAGCTAAATATT-GGCGAGAGAC-CGATAGCGAACAAGTACA 
CT3             TGGTAAA-TTCCATCT-AAAGCTAAATATT-GGCGAGAGAC-CGATAGCGAACAAGTACA 
CT8             TGGTAAA-TTCCATCT-AAAGCTAAATATT-GGCGAGAGAC-CGATAGCGAACAAGTACA 
CT11            TGGTAAA-TTCCATCT-AAAGCTAAATATT-GGCGAGAGAC-CGATAGCGAACAAGTACA 
CT10            TGGTAAA-TTCCATCT-AAAGCTAAATATT-GGCGAGAGAC-CGATAGCGAACAAGTACA 
CT1             TGGTAAA-TTCCATCT-AAAGCTAAATATT-GGCGAGAGAC-CGATAGCGAACAAGTACA 
CT13            TGGTAAA-TTCCATCT-AAAGCTAAATATT-GGCGAGAGAC-CGATAGCGAACAAGTACA 
CT6             TGGTAAA-TTCCATCT-AAAGCTAAATATT-GGCGAGAGAC-CGATAGCGAACAAGTACA 
CT4             TGGTAAA-TTCCATCT-AAAGCTAAATATT-GGCGAGAGAC-CGATAGCGAACAAGTACA 
RW1             TGGTAAA-TTCCATCT-AAAGCTAAATATT-GGCGAGAGAC-CGATAGCGAACAAGTACA 
CT7             TGGTAAA-TTCCATCT-AAAGCTAAATATT-GGCGAGAGAC-CGATAGCGAACAAGTACA 
CT12            TGGTAAA-TTCCATCT-AAGGCTAAATACT-GGCGAGAGAC-CGATAGCGAACAAGTACT 
                 ****** ******** ** *******  * ********** **** ************  
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RW6             GT-GATGGAAA-GATGAAAAGAACTCTGAAGAGAGAGTGAAAAAGTACGT-GAAATTGCT 
RW8             GT-GATGGAAA-GATGAAAAGAACTCTGAAGAGAGAGTGAAAAAGTACGT-GAAATTGCT 
RW9             GT-GATGGAAA-GATGAAAAGAACTCTGAAGAGAGAGTGAAAAAGTACGT-GAAATTGCT 
RW12            GT-GATGGAAA-GATGAAAAGAACTCTGAAGAGAGAGTGAAAAAGTACGT-GAAATTGCT 
RW2             GT-GATGGAAA-GATGAAAAGAACTCTGAAGAGAGAGTGAAAAAGTACGT-GAAATTGCT 
RW5             GT-GATGGAAA-GATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGT-GAAATTGTT 
RW7             GT-GATGGAAA-GATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGT-GAAATTGTT 
RW10            GT-GATGGAAA-GATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGT-GAAATTGTT 
RW11            GTTGATGGAAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTTAAAATTGTT 
CT9             GT-GATGGAAA-GATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGT-GAAATTGTT 
CT2             GT-GATGGAAA-GATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGT-GAAATTGTT 
CT5             GT-GATGGAAA-GATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGT-GAAATTGTT 
RW3             GT-GATGGAAA-GATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGT-GAAATTGTT 
RW4             GT-GATGGAAA-GATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGT-GAAATTGTT 
CT3             GT-GATGGAAA-GATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGT-GAAATTGTT 
CT8             GT-GATGGAAA-GATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGT-GAAATTGTT 
CT11            GT-GATGGAAA-GATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGT-GAAATTGTT 
CT10            GT-GATGGAAA-GATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGT-GAAATTGTT 
CT1             GT-GATGGAAA-GATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGT-GAAATTGTT 
CT13            GT-GATGGAAA-GATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGT-GAAATTGTT 
CT6             GT-GATGGAAA-GATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGT-GAAATTGTT 
CT4             GT-GATGGAAA-GATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGT-GAAATTGTT 
RW1             GT-GATGGAAA-GATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGT-GAAATTGTT 
CT7             GT-GATGGAAA-GATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGT-GAAATTGTT 
CT12            GT-GAAGGAAA-GATGAAAAGCACTTTGAAAAGAGAGTGAAACAGCACGT-GAAATTGTT 
                ** ** ***** ********* *** **** *********** ** ****  ****** * 

 
RW6             GAAAGGG-AA--GGGCTTGAGGTCAGACTTGG-TGTTTA-ATGATTATCAGTTCTTCTTG 
RW8             GAAAGGG-AA--GGGCTTGAGGTCAGACTTGG-TGTTTA-ATGATTATCAGTTCTTCTTG 
RW9             GAAAGGG-AA--GGGCTTGAGGTCAGACTTGG-TGTTTA-ATGATTATCAGTTCTTCTTG 
RW12            GAAAGGG-AA--GGGCTTGAGGTCAGACTTGG-TGTTTA-ATGATTATCAGTTCTTCTTG 
RW2             GAAAGGGGAA--GGGCTTGAGGTCAGACTTGG-TGTTTA-ATGATTATCAGTTCTTCTTG 
RW5             GAAAGGGAA---GGGTTTGAGATCAGACTCGA-TATTTT-GTGAGCCTTGCCT-TCGTGG 
RW7             GAAAGGGAA---GGGTTTGAGATCAGACTCGA-TATTTT-GTGAGCCTTGCCT-TCGTGG 
RW10            GAAAGGGAA---GGGCTTGAGATCAGACATGG-TATTTT-GTAAACCTTCTCTCTCGTGG 
RW11            GAAACGGGAAATGGTNTTGANATAACACTTNGGTATTTT-GTATGGTNCCTTN-TTCCGG 
CT9             GAAAGGGAA---GGGCTTGAGATCAGACTTGG-TATTTT-GTATGTTAC--TT-CTTCGG 
CT2             GAAAGGGAA---GGGCATTTGATCAGACATGG-TGTTTT-GTGCCCTCTGCTCCTTGTGG 
CT5             GAAAGGGAA---GGGCATTTGATCAGACATGG-TGTTTT-GTGCCCTCTGCTCCTTGTGG 
RW3             GAAAGGGAA---GGGCATTTGATCAGACATGG-TGTTTT-GTGCCCTCTGCTCCTTGTGG 
RW4             GAAAGGGAA---GGGCATTTGATCAGACATGG-TGTTTT-GTGCCCTCTGCTCCTTGTGG 
CT3             GAAAGGGAA---GGGCATTTGATCAGACATGG-TGTTTT-GTGCCCTCTGCTCCTTGTGG 
CT8             GAAAGGGAA---GGGCATTTGATCAGACATGG-TGTTTT-GTGCCCTCTGCTCCTTGTGG 
CT11            GAAAGGGAA---GGGCATTTGATCAGACATGG-TGTTTT-GNGCCCTCTGCTCCTTGTGG 
CT10            GAAAGGGAA---GGGCATTTGATCAGACATGG-TGTTTT-GTGCCCTCTGCTCCTTGTGG 
CT1             GAAAGGGAA---GGGCATTTGATCAGACATGG-TGTTTT-GTGCCCTCTGCTCCTTGTGG 
CT13            GAAAGGGAA---GGGCATTTGATCAGACATGG-TGTTTT-GTGCCCTCTGCTCCTTGTGG 
CT6             GAAAGGGAA---GGGCATTTGATCAGACATGG-TGTTTT-GTGCCCTCTGCTCCTTGTGG 
CT4             GAAAGGGAA---GGGCATTTGATCAGACATGG-TGTTTT-GTGCCCTCTGCTCCTTGTGG 
RW1             GAAAGGGAA---GGGCATTTGATCAGACATGG-TGTTTT-GTGCCCTCTGCTCCTTGTGG 
CT7             GAAAGGTAA---GGGCATTTGATCAGACATGG-TGTTTTTGTGCCCTCTGCTCCTTGTGG 
CT12            GAAAGGGAA---GGGTATTGCGCCCGACATGGGGATTGC--GCACCGCTGCCTCTCGTGG 
                **** *  *   **   *        **       **                      * 
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RW6             G-ACTGTGCAC 
RW8             G-ACTGTGCAC 
RW9             G-ACTGTGCAC 
RW12            G-ACTGTGCAC 
RW2             G-ACTGTGCAC 
RW5             C-GGGGTGACC 
RW7             C-GGGGTGACC 
RW10            A-GGGGGCCCC 
RW11            G-GNTGTCCTC 
CT9             G-GGTGGCCTC 
CT2             GTAGGGGAATC 
CT5             GTAGGGGAATC 
RW3             GTAGGGGAATC 
RW4             GTAGGGGAATC 
CT3             GTAGGGGAATC 
CT8             GTAGGGGAATC 
CT11            GTAGGGGAATC 
CT10            GTAGGGGAATC 
CT1             GTAGGGGAATC 
CT13            GTAGGGGAATC 
CT6             GTAGGGGAATC 
CT4             GTAGGGGAATC 
RW1             GTAGGGGAATC 
CT7             GTAGGGGAATC 
CT12            G--CGGCGCTC 
                     *    *                                                  
 
 

ภาพที่ 9 (ตอ)
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ภาพที่ 10  ความแตกตางทางพันธุกรรม (Distance matrix) จากการวิเคราะหลําดับเบสบริเวณ D1/D2 domain  
 

 
   26     RW9 
RW9          0.0000  RW12  
RW12        0.0056  0.0000  RW8 
RW8          0.0056  0.0075  0.0000  RW6 
RW6          0.0074  0.0037  0.0094  0.0000  RW2 
RW2          0.0112  0.0094  0.0132  0.0132  0.0000  outgroup 
outgroup   0.3124  0.3098  0.3056  0.3194  0.3194  0.0000  RW5 
RW5         0.2723  0.2797  0.2761  0.2834  0.2911  0.3460  0.0000  RW7 
RW7         0.2836  0.2891  0.2886  0.2934  0.3005  0.3550  0.0056  0.0000  RW10 
RW10       0.2875  0.2782  0.2886  0.2884  0.2955  0.3263  0.1097  0.1136  0.0000  RW11 
RW11       0.2341  0.2349  0.2382  0.2300  0.2507  0.3072  0.1290  0.1290  0.1392  0.0000  CT9 
CT9          0.2787  0.2781  0.2804  0.2829  0.2900  0.3455  0.1353  0.1436  0.1393  0.0411  0.0000  CT1 
CT1          0.2736  0.2731  0.2718  0.2832  0.2820  0.3449  0.1978  0.2086  0.1807  0.1942  0.2033  0.0000  CT13 
CT13        0.2643  0.2636  0.2655  0.2736  0.2724  0.3409  0.1891  0.1998  0.1723  0.1872  0.1945  0.0056  0.0000  CT6 
CT6          0.2622  0.2669  0.2604  0.2716  0.2757  0.3453  0.1867  0.1978  0.1750  0.1839  0.1925  0.0075  0.0019  0.0000  CT2 
CT2          0.2602  0.2643  0.2614  0.2696  0.2737  0.3432  0.1845  0.1955  0.1728  0.1839  0.1902  0.0094  0.0019  0.0000  0.0000  CT5 
CT5          0.2635  0.2681  0.2647  0.2728  0.2769  0.3468  0.1882  0.1992  0.1765  0.1833  0.1939  0.0094  0.0019  0.0000  0.0000  0.0000  CT4 
CT4          0.2684  0.2667  0.2665  0.2715  0.2763  0.3442  0.1801  0.1918  0.1714  0.1833  0.1843  0.0133  0.0094  0.0076  0.0075  0.0075  0.0000  CT10 
CT10        0.2602  0.2616  0.2588  0.2669  0.2710  0.3461  0.1842  0.1952  0.1702  0.1839  0.1825  0.0132  0.0056  0.0037  0.0037  0.0037  0.0095  0.0000  RW3 
RW3         0.2667  0.2661  0.2683  0.2708  0.2802  0.3482  0.1910  0.2045  0.1765  0.1799  0.1988  0.0131  0.0093  0.0056  0.0056  0.0056  0.0133  0.0094  0.0000  RW4 
RW4         0.2691  0.2685  0.2708  0.2732  0.2827  0.3586  0.1906  0.2040  0.1738  0.1799  0.1927  0.0189  0.0112  0.0075  0.0075  0.0074  0.0152  0.0075  0.0056  0.0000  CT3 
CT3          0.2630  0.2624  0.2643  0.2724  0.2712  0.3494  0.1906  0.2020  0.1742  0.1867  0.1964  0.0094  0.0019  0.0037  0.0037  0.0037  0.0114  0.0075  0.0056  0.0074   0.0000  CT8 
CT8          0.2693  0.2687  0.2736  0.2787  0.2708  0.3524  0.1961  0.2072  0.1791  0.1945  0.2015  0.0113  0.0056  0.0075  0.0075  0.0074  0.0152  0.0113  0.0093  0.0130  0.0037  0.0000  CT11 
CT11        0.2635  0.2681  0.2651  0.2728  0.2769  0.3486  0.1833  0.1989  0.1737  0.1839  0.1910  0.0170  0.0093  0.0056  0.0056  0.0056  0.0133  0.0075  0.0056  0.0037  0.0037  0.0093  0.0000  RW1 
RW1         0.2667  0.2708  0.2649  0.2761  0.2802  0.3465  0.1887  0.2020  0.1793  0.1839  0.1941  0.0094  0.0093  0.0056  0.0056  0.0056  0.0075  0.0075  0.0093  0.0150  0.0093  0.0131  0.0131  0.0000  CT7 
CT7          0.2752  0.2767  0.2738  0.2821  0.2863  0.3634  0.1989  0.2101  0.1844  0.1870  0.2027  0.0209  0.0189  0.0170  0.0170  0.0169  0.0210  0.0170  0.0189  0.0247  0.0208  0.0228  0.0228  0.0169  0.0000  CT12 
CT12        0.4054  0.4129  0.4076  0.4239  0.4235  0.4542  0.3523  0.3610  0.3685  0.3605  0.3974  0.3648  0.3488  0.3467  0.3476  0.3513  0.3524  0.3512  0.3546  0.3580  0.3516  0.3583  0.3513  0.3596  0.3684  0.0000   

Sm. fibuligera group 

Sc. cerevisiae group 
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ภาพที ่11  Phylogenetic tree ที่ไดจากการวิเคราะหลําดบัเบสบริเวณ D1/D2 domain ของยีสตจํานวน 25 ไอโซเลท โดยวิธี Neighbor-joining และคาทางสถิติ
     แสดงเฉพาะที่มีคามากกวา 50% โดยกําหนดให Schizosaccharomyces pombs เปน outgroup 

Sc.  cerevisiae 

Sm.  fibuligera 

Schizosaccharomyces pombs 

Issatchenkia orientalis   

Pichia farinosa 

Candida tropicalis   

Candida caribbica / fermentati  

67.7 
100 

95.1 

100 

92.6 

85.8 

100 

51.5 

58.9 
59.1 

100 

58.5 

76.7 
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 พิจารณาจากคาใน Triangular distance matrix ซ่ึงจะมีคาตั้งแต 0 ถึง 1 กลาวคือ เมื่อ
ระยะหางทางพันธุกรรมของ 2 ไอโซเลทมีคาเทากับ 0 แสดงวาไอโซเลทที่เปรียบเทียบเหมือนกัน
ทุกประการ  และเมื่อระยะหางทางพันธุกรรมของ 2 ไอโซเลท มีคาเทากับ 1 แสดงวาไอโซเลทที่
เปรียบเทียบตางกัน 100% จากภาพที ่ 10 พบวาคาระยะหางทางพันธุกรรมภายในแตละกลุมที่
ทําการศึกษามคีานอยมาก (คาใกลศูนย) นั่นหมายความวายีสตภายในกลุมเดยีวกันจะมีความใกลชิด
ทางพันธุกรรมภายในกลุมมากกวาเมื่อเปรียบเทียบกับกลุมอื่นๆ ซ่ึงยีสตในกลุม Saccharomycopsis 
fibuligera และ  Saccharomyces cerevisiae มีคาระยะหางทางพันธุกรรมภายในแตละกลุมนี้มีคาอยู
ในชวง 0.0037-0.0132 และ 0.000-0.247 ตามลําดับ สําหรับกลุมของ Candida caribbica / Candida 
fermentati  ซ่ึงไดแก RW5 และ RW7 แสดงคาระยะหางทางพันธุกรรมระหวาง 2 ไอโซเลทนี้เทากับ 
0.0056 นอกจากนี้สําหรับคาดังกลาว เมื่อเปรียบเทียบระหวางทั้ง 2 ไอโซเลทนี้กับไอโซเลท RW10 
มีคาเทากับ 0.1097 และ 0.1136 ตามลําดบั ซ่ึงจะเห็นวาไอโซเลท RW10 ความใกลชิดกับไอโซเลท 
RW5 และ RW7 มากกวากลุมอื่นๆ ซ่ึงแสดงไดจากคาระยะหางทางพันธุกรรมดังกลาว สําหรับไอ
โซเลท RW11 ใหคาระยะหางทางพันธุกรรมเทากับ 0.0411 เมื่อเปรยีบเทียบกับ CT9 และผลการ
ระบุสปชีสก็ระบุวาเปนสปชีสเดียวกันคือ Candida tropicalis   

 
 จาก Triangular distance matrix ที่ไดจากการวิเคราะหบริเวณ D1/D2 domain ของ 26S 
rDNA large subunit นี้ สามารถที่แสดงถึงลักษณะการจดักลุมของยีสตในรูปแบบของ phylogenetic 
tree (ภาพที่ 11) จากผลการวิเคราะหขางตนแสดงใหเหน็วาไอโซเลทยีสตที่เปน Saccharomyces 
cerevisiae ก็ถูกจัดกลุมใหอยูกลุมเดียวกัน เชนเดยีวกับไอโซเลทที่เปน Saccharomycopsis 
fibuligera ก็ถูกจัดกลุมใหอยูกลุมเดยีวกัน และแยกออกจากสปชีสอ่ืน ๆ อยางชัดเจน นอกจากนี้
ยังใหคาทางสถิตสํิาหรับการจัดกลุมของทั้ง 2 สปชีสที่ระดับความเชื่อมัน่ถึง 100%  เชนเดียวกนักับ
ที่สปชีส Candida tropicalis ไดแกไอโซเลท RW11 และ CT9 ก็ถูกจดัใหอยูกลุมเดยีวกัน  สําหรับ 
Candida caribbica / Candida fermentati  ไอโซเลท RW5 และ RW7 ก็ถูกจัดใหอยูในกลุมเดยีวกัน 
คาทางสถิติสําหรับการจัดกลุมของทั้ง 2 สปชีส ที่ระดับความเชื่อมั่นถึง 100%  เชนเดียวกัน สําหรับ
ไอโซเลท CT12 พิจารณาทัง้จากคาระยะหางทางพันธุกรรมและจาก phylogenetic tree แสดงใหเหน็
วาคาในตารางระหวาง CT2 เทียบกับไอโซเลทอื่นๆ มีคาคอนขางสูง ซ่ึงแสดงใหเหน็วามีระยะหาง
ทางพันธุกรรมกับยีสตในกลุมอื่นๆ และเมื่อพิจาณาจาก phylogenetic tree สามารถแยก CT2 ออก
จากกลุมอื่นๆไดอยางชัดเจนที่ระดับความเชื่อมั่นถึง 92.6%  เชนเดียวกับที่มีรายงานในการศึกษา
ของ Peterson and Kurtzman ในป 1991 พบวาลําดับเบสบริเวณดังกลาวสามารถแยกสปชีสของยีสต
ที่มีความใกลชดิทางพันธุกรรม เชนยีสตในจีนัส Issactchenkia, Pichia และ Saccharomyces ออก
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จากกนัไดอยางชัดเจน ซ่ึงสอดคลองกับผลการวิจัยในครั้งนี้ที่แตละจนีัส แยกออกเปนกลุมๆ โดยมี
คา bootstrab สนับสนุนผลการจัดกลุม ดงัภาพที่ 11  
 
 สําหรับการเปรียบเทียบลําดบัเบสเฉพาะสปชีส Saccharomyces cerevisiae และ 
Saccharomycopsis fibuligera  แสดงในภาพที่ 12 และภาพที่ 13 ตามลําดับ จากภาพการเปรียบเทียบ
ลําดับเบสแสดงใหเห็นวาภายในสปชีสเดยีวกันลําดับเบสบริเวณดังกลาวมีความแตกตางกันนอย
มาก แสดงใหเห็นจากเครื่องหมาย * ที่ปรากฏในภาพที่ 12 และ 13 ซ่ึงแสดงถึงเบสที่เหมือนกนัของ
ลําดับเบสที่ศึกษา และดวยขอจํากัดในเรือ่งคาใชจายในการทําซ้ําในขั้นตอนการหาลําดับเบส วิธี
ดังกลาวนี้ถือวาใหผลเปนที่นาพอใจ และนาเชื่อถือในการระบุยีสตในระดับสปชีส นอกจากการ
วิเคราะหลําดบัเบสบริวณ D1/D2 ขางตนแลว งานวจิัยนีย้ังศึกษาโดยวิธีทางโมเลกุลอ่ืนๆ เพื่อ
จุดประสงคในการแยกความแตกตางภายในสปชีสของยีสต Sc. cerevisiae และ Sm. fibuligera  อีก
ดวย 
 
 จากผลการศึกษาขางตน นอกจากสามารถระบุสปชีสยีสตตางๆ ไดแลว ยังสามารถที่จะจดั
จําแนกยีสตแตละสปชีสออกจากกนัไดอีกดวย โดยการวิเคราะหลําดับเบสบริเวณ D1/D2 domain 
ในการศึกษาในลําดับตอไปจะเปนการศึกษาความหลากหลายภายในสปชีส Saccharomyces 
cerevisiae และ Saccharomycopsis fibuligera รวมถึงการจัดกลุมยสีตดังกลาวดวย งานวิจยันี้ได
ประยุกตเทคนคิ DHPLC ในการศึกษาความแตกตางของยีสตภายในสปชีสเดียวกัน โดยอาศัยความ
แตกตางของลาํดับเบสของดเีอ็นเอตรงตําแหนง D1/D2 domain เนือ่งจากเทคนิคนี้มีรายงานดงัที่
กลาวมาแลวขางตนวาสามารถที่จะบอกความแตกตาง โดยการตรวจหา sequence variation และเปน
เทคนิคที่ถูกนาํมาใชเพื่อการหาการเปลี่ยนแปลงของเบส หรือตรวจหาการเกิดการกลายพันธุ 
งานวิจยันีจ้ึงนาํเทคนิคนี้มาประยุกตใชในการจัดกลุมยีสตเบื้องตน กอนทีจ่ะศึกษาเทคนคิทาง
โมเลกุลอ่ืนตอไป 
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CT2             GCCTTAGTAC-GGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGTACCTTCGGTG 
CT5             GCCTTAGTACCGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGTACCTTCGGTG 
CT1             ---CTAGTAACCGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGTACCTTCGGTG 
CT13            -GCCTAGTA-CGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGTACCTTCGGTG 
CT6             GCCTTAGTANCGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGTACCTTCGGTG 
CT7             TGCTTAGTAC-GGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGTACCTTCGGTG 
RW1             GCCTTAGTAC-GGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGTACCTTCGGTG 
CT4             GCCTTAGTAC-GGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGTACCTTCGGTG 
CT3             --CCTAGTACCGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGTACCTTCGGTG 
CT8             CTCCTTGTACCG-CGAGTGAAGCGGCAAAAGCTTAAATTTGAAATCTGGTACCTTCGGTG 
CT11            GCCTTAGTACCGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGTACCTTCGGTG 
RW3             GCCTTAGTACCGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGTTCAAATTTGAAATCTGGTACCTTCGGTG 
RW4             GCCTTAGTACCGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGTTCAAATTTGAAATCTGGTCCCTTCGGTG 
CT10            GCCTTAGTAC-GGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGTACCTTCGGTG 
CT9             GCCTTAGTACCGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGCTCTTTCAGAG 
CT12            GCCTCAGTAGCGGCGAGTGAAGCGGCAAGAGCTCAGATTTGAAATCGTG---CTTTGCGG 
                      ***    *************** ** * * **********  *    **    * 
 
CT2             CCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTTGTCTATGTTCCTTGGAA 
CT5             CCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTTGTCTATGTTCCTTGGAA 
CT1             CCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTTGTCTATGTTCCTTGGAA 
CT13            CCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTTGTCTATGTTCCTTGGAA 
CT6             CCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTTGTCTATGTTCCTTGGAA 
CT7             CCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTTGTCTATGTTCCTTGGAA 
RW1             CCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTTGTCTATGTTCCTTGGAA 
CT4             CCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTTGTCTATGTTCCTTGGAA 
CT3             CCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTTGTCTATGTTCCTTGGAA 
CT8             CCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTTGTCTATGTTCCTTGGAA 
CT11            CCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTTGTCTATGTTCCTTGGAA 
RW3             CCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTTGTCTATGTTCCTTGGAA 
RW4             CCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTTGTCTATGTTCCTTGGAA 
CT10            CCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTTGTCTATGTTCCTTGGAA 
CT9             TCCGAGTTGTAATTTGAAGAAGGTATCTTTGGGTCTGGCTCTTGTCTATGTTTCTTGGAA 
CT12            CACGAGTTGTAGATTGCAGGTTGGAGTCTGTGTGGAAGGCGGTGTCCAAGTCCCTTGGAA 
                  *********  *** **   * *   *  *          **** * **  ******* 

 
CT2             CAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGG-AGTGCGGTTCTTTGTAAAGTG 
CT5             CAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGG-AGTGCGGTTCTTTGTAAAGTG 
CT1             CAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGG-AGTGCGGTTCTTTGTAAAGTG 
CT13            CAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGG-AGTGCGGTTCTTTGTAAAGTG 
CT6             CAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGG-AGTGCGGTTCTTTGTAAAGTG 
CT7             CAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGG-AGTGCGGTTCTTTGTAAAGTG 
RW1             CAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGG-AGTGCGGTTCTTTGTAAAGTG 
CT4             CAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGTAGTGCGGTTCTTTGTAAAGTG 
CT3             CAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGG-AGTGCGGTTCTTTGTAAAGTG 
CT8             CAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGG-AGTGCGGTTCTTTGTAAAGTG 
CT11            CAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGG-AGTGCGGTTCTTTGTAAAGTG 
RW3             CAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGG-AGTGCGGTTCTTTGTAAAGTG 
RW4             CAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGG-AGTGCGGTTCTTTGTAAAGTG 
CT10            CAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGG-AGTGCGGTTCTTTGTAAAGTG 
CT9             CAGAACGTCACAGAGGGTGAGAATCCCGTGCGATGAGATGATCCAGGCCTATGTAAAGTT 
CT12            CAGGGCGCCCAGGAGGGTGAGAGCCCCGTGGGATGCCG----GCGGAAGCA-GTGAGGCC 
                ***  ** *   **********  ****** *  *        * *      ** * *   

 
ภาพที ่12  การเปรียบเทียบลําดับเบสบริเวณ D1/D2 domain ของ 26S rDNA ของยีสต     
   Saccharomyces  cerevisiae   
 
หมายเหตุ  บริเวณที่มเีครื่องหมาย * แสดงความเหมือนกนัของเบส 
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CT2             CCTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAA 
CT5             CCTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAA 
CT1             CCTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAA 
CT13            CCTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAA 
CT6             CCTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAA 
CT7             CCTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAA 
RW1             CCTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAA 
CT4             CCTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAA 
CT3             CCTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAA 
CT8             CCTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAA 
CT11            CCTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAA 
RW3             CCTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAA 
RW4             CCTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAA 
CT10            CCTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAA 
CT9             CCTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAA 
CT12            CTTCTGACGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCCAAGCGGGTGGTAAATTCCATCTAA 
                * *  ** *************************** *** ******************** 
 
CT2             AGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAA 
CT5             AGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAA 
CT1             AGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAA 
CT13            AGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAA 
CT6             AGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAA 
CT7             AGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAA 
RW1             AGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAA 
CT4             AGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAA 
CT3             AGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAA 
CT8             AGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAA 
CT11            AGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAA 
RW3             AGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAA 
RW4             AGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAA 
CT10            AGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAA 
CT9             AGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAA 
CT12            GGCTAAATACTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACTGTGAAGGAAAGATGAAAAGCA 
                 ******** **************************** **** ************** * 
 
CT2             CTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCATTTGATCAGA 
CT5             CTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCATTTGATCAGA 
CT1             CTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCATTTGATCAGA 
CT13            CTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCATTTGATCAGA 
CT6             CTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCATTTGATCAGA 
CT7             CTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGTAAGGGCATTTGATCAGA 
RW1             CTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCATTTGATCAGA 
CT4             CTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCATTTGATCAGA 
CT3             CTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCATTTGATCAGA 
CT8             CTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCATTTGATCAGA 
CT11            CTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCATTTGATCAGA 
RW3             CTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCATTTGATCAGA 
RW4             CTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCATTTGATCAGA 
CT10            CTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCATTTGATCAGA 
CT9             CTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCTTGAGATCAGA 
CT12            CTTTGAAAAGAGAGTGAAACAGCACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGTATTGCGCCCGA 
                ******************* ** ******************* *****  *     * ** 
 

 
ภาพที ่12 (ตอ) 
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CT2             CATGGTGTTTT-GTGCCCTCTGCTCCTTGTGGGTAGGGGAATCTCGCATTTCACTGGGCC 
CT5             CATGGTGTTTT-GTGCCCTCTGCTCCTTGTGGGTAGGGGAATCTCGCATTTCACTGGGCC 
CT1             CATGGTGTTTT-GTGCCCTCTGCTCCTTGTGGGTAGGGGAATCTCGCATTTCACTGGGCC 
CT13            CATGGTGTTTT-GTGCCCTCTGCTCCTTGTGGGTAGGGGAATCTCGCATTTCACTGGGCC 
CT6             CATGGTGTTTT-GTGCCCTCTGCTCCTTGTGGGTAGGGGAATCTCGCATTTCACTGGGCC 
CT7             CATGGTGTTTTTGTGCCCTCTGCTCCTTGTGGGTAGGGGAATCTCGCATTTCACTGGGCC 
RW1             CATGGTGTTTT-GTGCCCTCTGCTCCTTGTGGGTAGGGGAATCTCGCATTTCACTGGGCC 
CT4             CATGGTGTTTT-GTGCCCTCTGCTCCTTGTGGGTAGGGGAATCTCGCATTTCACTGGGCC 
CT3             CATGGTGTTTT-GTGCCCTCTGCTCCTTGTGGGTAGGGGAATCTCGCATTTCACTGGGCC 
CT8             CATGGTGTTTT-GTGCCCTCTGCTCCTTGTGGGTAGGGGAATCTCGCATTTCACTGGGCC 
CT11            CATGGTGTTTT-GNGCCCTCTGCTCCTTGTGGGTAGGGGAATCTCGCATTTCACTGGGCC 
RW3             CATGGTGTTTT-GTGCCCTCTGCTCCTTGTGGGTAGGGGAATCTCGCATTTCACTGGGCC 
RW4             CATGGTGTTTT-GTGCCCTCTGCTCCTTGTGGGTAGGGGAATCTCGCATTTCACTGGGCC 
CT10            CATGGTGTTTT-GTGCCCTCTGCTCCTTGTGGGTAGGGGAATCTCGCATTTCACTGGGCC 
CT9             CTTGGTATTTT------GTATGTTACTTCTTCGGGGGTGGCCTCTACAGTTTACCGGGCC 
CT12            CATGGGGATTGCGCACCG-CTGCCTCTCGTGGGCGGC--GCTCTGGGCTTTCCCTGGGCC 
                * ***   **          **   **  *  *  *             **  * ***** 
 
CT2             AGCATCAG-TTTTGGTGGCAGGATAAATCCATAGGAATGTAGCTTG-CCTCGGTAA-GTA 
CT5             AGCATCAG-TTTTGGTGGCAGGATAAATCCATAGGAATGTAGCTTG-CCTCGGTAA-GTA 
CT1             AGCATCAGTTTTGG-TGGCAGGATAAATCCATAGGAATGTAGCTTG-CCTCGGTAA-GTA 
CT13            AGCATCAGTTTTGG-TGGCAGGATAAATCCATAGGAATGTAGCTTG-CCTCGGTAA-GTA 
CT6             AGCATCAGTTTTGGGTGGCAGGATAAATCCATAGGAATGTAGCTTG-CCTCGGTAA-GTA 
CT7             AGCATCAG-TTTTGGTGGCAGGATAAATCCATAGGAATGTAGCTTG-CCTCGGAAG-TTA 
RW1             AGCATCAG-TTTTGGTGGCAGGATAAATCCATAGGAATGTAGCTTG-CCTTGGTAA-GTA 
CT4             AGCATCAG-TTTTGGTGGCAGGATAAATCCATAGGAATGTAGCTTG-NCTNGGTAA-GTA 
CT3             AGCATCAG-TTTTGGTGGCAGGATAAATCCATAGGAATGTAGCTTG-CCTCGGTAA-GTA 
CT8             AGCATCAG-TTTTGGTGGCAGGATAAATCCATAGGAATGTAGCTTG-CCTCGGTAA-GTA 
CT11            AGCATCAGGTTTTGGTGGCAGGATAAATCCATAGGAATGTAGCTTG-CCTCGGTAA-GTA 
RW3             AGCATCAG-TTTTGGTGGCAGGATAAATCCATAGGAATGTAGCTTG-CCTCGGTAA-GTA 
RW4             AGCATCAG-TTTTGGTGGCAGGATAAATCCATAGGAATGTAGCTTG-CCTCGGTAA-GTA 
CT10            AGCATCAG-TTTTGGTGGCAGGATAAATCCATAGGAATGTAGCTTG-CCTCGGTAA-GTA 
CT9             AGCATCAG-TTTGGGCGGTAGGAGAATTGCGATGGAATGTGGCACGACCTCGGTTGTGTG 
CT12            AGCATCGGTTCTTGCTGCAAGAGAAGGGGTTCTGGAACGTGGCTCT---TCGGA---GTG 
                ****** * * * *  *  **   *        **** ** **      * **     *  
 
 
CT2             TTATAGCC-TGTGGGAATACTGCCAGCTGGGACTGAGGACTGCNAC---GTA-GTCAAG- 
CT5             TTATAGCC-TGTGGGAATACTGCCAGCTGGGACTGAGGACTGCNAC---GTAAGTCAAGG 
CT1             TTATAGCC-TGTGGGAATACTGCCAGCTGG-ACTGAGGACTGCGAC---CTAAGTCAAG- 
CT13            TTATAGCC-TGTGGGAATACTGCCAGCTGGGACTGAGGACTGCGAC---GTAAGTCAAGG 
CT6             TTATAGCC-TGTGGGAATACTGCCAGCTGGGACTGAGGACTGC-AC---GTAAGTCANG- 
CT7             TTATAACCCTGGGGGAATACTGCCAGCTGGGACTGAGGACTGCNAC---NTAAGTCAAG- 
RW1             TTATAGCC-TGTGGGAATACTGCCAGCTGGGACTGAGGACTGCCAC---CTAAGTCAAGG 
CT4             TTATAGCC--TGTGGAATACTGCCAGCTGGGACTGANGACTGCNAC---CTAAGTCAAG- 
CT3             TTATAGCC-TGTGGGAATACTGCCAGCTGG-ACTGAGGACTGCNAC---GTAAGTCAAGG 
CT8             TTATAGCC-TGTGGGAATACTGCCAGCTGGGACTGAGGACTGCGAC---GTAAGTCAAGG 
CT11            TTATAGCCCTGTGGGAATACTGCCAGCTTGGACTGAGGACTGCAAC---GTA-GTCAAGG 
RW3             TTATAGCC-TGTGGGAATACTGCCAGCTGGGACTGAGGACTGCAAC---GTA-GTCAAG- 
RW4             TTATAGCCCTGTGGGAATACTGCCAGCTTGGACTGAGGACTGCAAC---GTAAGTCAAGG 
CT10            TTATAGCC-TGTGG-AATACTGCCAGCTNGGACTGAGGACTGCNAC---GTAAGTCAAGG 
CT9             TTATAGCC-TTCGTAAATACTGCCAGCCTAGACTGAGGACTGCGGT---TTATACCTAGG 
CT12            TTATAGCCAGGGCCAGATGCTGCGTGCGGGGACCGAGGACTGCGGCCGTGTAGGTCACGG 
                ***** **        ** ****  **    ** ** ******       **   *  *  
 
 

ภาพที ่12 (ตอ) 
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CT2             ATGCTG-CATAATGG-TATATGCC-GCCCTCTT-- 
CT5             ATGCTG-CATAATGGGTATATGCCCGCCCTCT--- 
CT1             ATGCTG-CATA-TGG-TATTTGC-GCCCTCTG--- 
CT13            ATGCTG-CATAATGG-TATATGC-GCCCTCTT--- 
CT6             ATGCTGGCATA-TGG-TATATGCCGCCCTCTTA-- 
CT7             ATGCTTGCATAATGG-TTTTTGCCCCCCTTTTGAA 
RW1             ATGCTGGC-TAATGG-TATTTGCC----------- 
CT4             ATGCTGGA-TAATGG-TATTTCCGCCCTCTT---- 
CT3             ATGCTGGCATAATGG-TATATGCCCCCTC------ 
CT8             ATGCTGGCATAATGG-TAT-TGCCGCCGCTA---- 
CT11            ATGCTGGCATAATGG-TATATGCCCCCTCT----- 
RW3             ATGCTGGCATAATGG-TATTTGCCCCC-TCTTGAA 
RW4             ATGCTGGC-TAATGG-TATATGCCCCCGTCTTGA- 
CT10            ATGCTGGC-TTATGG-TTTATGCCCGCCTCTTA-- 
CT9             ATGCTGGCTTAATGATCTTAAGTCGCCCTCTG--- 
CT12            ATGCTGGCAAAACGGCGCAACACCGCCCGTTT--- 
                *****        *                      
 

ภาพที ่12 (ตอ) 
 
 
 
 

                                                                             
RW8               TCGCGTTGTAATTTGAAGATAGTTTCCTTGAGTAGTCCTTTATCTATGTTCC 
RW9               TCGCGTTGTAATTTGAAGATAGTTTCCTTGAGTAGTCCTTTATCTATGTTCC 
RW6               TCGCGTTGTAATTTGAAGATAGTTTCCTTGAGTAGTCCTTTATCTATGTTCC 
RW13              TCGCGTTGTAATTTGAAGATAGTTTCCTTGAGTAGTCCTTTATCTATGTTCC 
RW2               TCGCGTTGTAATTTGAAGATAGTTTCCTTGAGTAGTCCTTTATCTNTGTTCC 
                        ********************************************* ****** 
 
RW8             TTGGAACA-GGACGTCATAGAGG-GTGAGAACCCCGTATGATTTTGGATACTACTCTTTG 
RW9             TTGGAACA-GGACGTCATAGAGG-GTGAGAACCCCGTATGATTTTGGATACTACTCTTTG 
RW6             TTGGAACA-GGACGTCATAGAGG-GTGAGAACCCCGTATGATTTTGGATACTACTCTTTG 
RW13            TTGGAACA-GGACGTCATAGAGG-GTGAGAACCCCGTATGATTTTGGATACTACTCTTTG 
RW2             TTGGAACATAGACGTCATAGAGGAGTGAGAACCCCGTATGATTTTGGATACTACTCTTTG 
                ********  ************* ************************************ 
 
RW8             TGGG-ATTCTATCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATT 
RW9             TGGG-ATTCTATCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATT 
RW6             TGGG-ATTCTATCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATT 
RW13            TGGG-ATTCTATCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATT 
RW2             TGGGGATTCTATCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATT 
                **** ******************************************************* 
 
RW8             CCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGAT 
RW9             CCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGAT 
RW6             CCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGAT 
RW13            CCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGAT 
RW2             CCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGAT 
                ************************************************************ 
 
RW8             GAAAAGAACTCTGAAGAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGCTGAAAGGG-AAGGGCTT 
RW9             GAAAAGAACTCTGAAGAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGCTGAAAGGG-AAGGGCTT 
RW6             GAAAAGAACTCTGAAGAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGCTGAAAGGG-AAGGGCTT 
RW13            GAAAAGAACTCTGAAGAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGCTGAAAGGG-AAGGGCTT 
RW2             GAAAAGAACTCTGAAGAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGCTGAAAGGGGAAGGGCTT 
                *************************************************** ******** 
 

ภาพที่ 13  การเปรียบเทียบลําดับเบสบริเวณ D1/D2 domain ของ 26S rDNA ของยีสต      
    Saccharomycopsis fibuligera      
 
หมายเหตุ  บริเวณที่มเีครื่องหมาย * แสดงความเหมือนกนัของเบส 
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RW8             GAGGTCAGACTTGGTGTTTAATGATTATCAGTTCTTCTTGGACTGTGCACTCGTTTTTCA 
RW9             GAGGTCAGACTTGGTGTTTAATGATTATCAGTTCTTCTTGGACTGTGCACTCGTTTTTCA 
RW6             GAGGTCAGACTTGGTGTTTAATGATTATCAGTTCTTCTTGGACTGTGCACTCGTTTTTCA 
RW13            GAGGTCAGACTTGGTGTTTAATGATTATCAGTTCTTCTTGGACTGTGCACTCGTTTTTCA 
RW2             GAGGTCAGACTTGGTGTTTAATGATTATCAGTTCTTCTTGGACTGTGCACTCGTTTTTCA 
                ************************************************************ 
 
RW8             CCGGGCCAATATCAGTTTTAGCGGTAGAGTACCCC-TTGAAATGTGGCTTNCTTCGGGGA 
RW9             CCGGGCCAATATCAGTTTTAGCGGTAGAGTACCCC-TTGAAATGTGGCTTCCTTCGGGGA 
RW6             CCGGGCCAATATCAGTTTTAGCGGTAGAGTACCCCCTTGAAATGTGGCTTCCTTCGGGGA 
RW13            CCGGGCCAATATCAGTTTTAGCGGTAGAGTACCCC-TTGAAATGTGGCTTNCTTCGGGGA 
RW2             CCGGGCCAATATCAGTTTTAGCGGTAGAGTACCCC-TTGAAATGTGGCTTCCTTCGGGGA 
                *********************************** ************** ********* 
 
RW8             GTGTTATAGTCTTGGGGAGATCTACTTGCTGGGACTGAGGACTGCC-CTTCGGCAAGGAT 
RW9             GTGTTATAGTCTTGGGGAGATCTACTTGCTGGGACTGAGGACTGCG-CTTCGGCAAGGAT 
RW6             GTGTTATAGTCTTGGGGAGATCTACTTGCTGGGACTGANGACTGCCGCTTCGGCAAGGAT 
RW13            GTGTTATAGTCTTGGGGAGATCTACTTGCTGGGACTGAGGACTGCG-CTTCGGCAAGGAT 
RW2             GTGTTATAGTCTTGGGGAGATCTACTTGCTGGGACTGAGGACTGCG-CTTCGGCAAGGAT 
                ************************************** ******  ************* 
 
RW8             ATTGGCGTAATGACCTTAA 
RW9             ATTGGCGTAATGACCCTAA 
RW6             ATTGGCGTAATGACCTTAA 
RW13            ATTGGCGTAATGACCTTAA 
RW2             ATTGGCGTAATGACCTTAG 
                *************** **  
 

ภาพที่ 13 (ตอ) 
 
4.  การวิเคราะห DHPLC 

 
 ยีสตที่แยกไดในหัวขอที่ 1 ที่ผานการระบสุปชีสโดยเทคนิคขางตนในหัวขอ 2.1 และ 2.2 
วาเปนยีสต Saccharomyces cerevisiae ทั้งหมดจํานวน 14 ไอโซเลท ไดแกไอโซเลท RW1, RW3, 
RW4, CT1, CT2, CT3, CT4, CT5, CT6, CT7, CT8, CT10, CT11 และ CT13 และ 
Saccharomycopsis fibuligera ทั้งหมดจํานวน 5 ไอโซเลท ไดแก ไอโซเลท RW2, RW6, RW8, 
RW9 และ RW12 ซ่ึงทั้ง 5 ไอโซเลท ที่เปน Sm. fibuligera นี้จะถูกเปลี่ยนชื่อไอโซเลท เพื่อความ
ตอเนื่องในการทําความเขาใจ โดยเปลีย่นเปน SF7, SF8, SF9, SF10 และ SF11  ตามลําดบั  
เนื่องจาก Sm. fibuligera ที่เปนสายพันธุอางอิง ไดแก ไอโซเลท SF1, SF2, SF3, SF4, SF5 และ SF6 
และยีสต Sc. cerevisiae ที่ใชเปนสายพันธุอางอิง ไดแก ไอโซเลท S1, S2, S3, S4, S5, S6, S7, S8, 
S9, S10, S11, S12 ซ่ึงที่มาของแตละไอโซเลท ไดกลาวไวแลวขางตน (ตารางที่ 1) Sc. cerevisiae 
และ Sm. fibuligera ทุกไอโซเลท ทั้งที่แยกไดจากตวัอยางและสายพนัธุที่ไดจากศนูยเก็บรวบรวมจุลิ
นทรีย จะถูกนาํมาศึกษาโดยการวิเคราะห DHPLC รวมจํานวนไอโซเลทยีสตที่นํามาศึกษาทั้งหมดมี
จํานวน 37 ไอโซเลท แบงเปน Sc. cerevisiae จํานวน 26 ไอโซเลท และ Sm. fibuligera จํานวน 11
ไอโซเลท 
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 การวิเคราะห DHPLC ในงานวิจยันี ้ ถูกนํามาใชเพื่อจดุประสงคในการจัดจําแนกยีสต และ
ศึกษาความแตกตางระหวาง profile ของยีสตที่แตกตางกัน โดยศึกษาดีเอ็นเอตรงตําแหนง D1/D2 
domain ของ 26S Large subunit โดยที่ผลผลิต PCR ตรงตําแหนงดังกลาวของยีสตทั้งหมด 37 ไอ
โซเลท ซ่ึงมีขนาด 600 คูเบส กอนที่จะนําไปวิเคราะห DHPLC แสดงดงัภาพที ่14 
 
 ผลผลิต PCR จะถูกโหลดลงสูคอลัมนโดยตรงโดยไมตองผานขั้นตอนทําใหบริสุทธิ์   
ผลผลิต PCR จะถูกแยกออกจากคอลัมนที่เวลาตางๆ อุณหภูมิทีใ่ชในการวิเคราะห DHPLC และเปน
อุณหภูมิที่เหมาะสมที่สุดในการวิเคราะหความแตกตางของดีเอ็นเอบริเวณดังกลาวของยีสต 
Saccharomyces cerevisiae และ Saccharomycopsis fibuligera มีคาเทากับ 59 และ 58.9 องศา
เซลเซียส ตามลําดับ และเวลาที่ใชในการวิเคราะหดีเอ็นเอทั้งเสนประมาณ 3 นาที ซ่ึง profile ที่ได
จากการวิเคราะห DHPLC แสดงดังภาพที่ 15 

 
 ผลการจัดกลุมโดยการเปรียบเทียบ profile ที่ไดจากการวิเคราะห DHPLC พบวาสามารถ
จําแนก Saccharomyces cerevisiae ออกเปน 3 กลุมเนือ่งจาก profile ที่ได มีลักษณะแตกตางกนั 3 
แบบ  ซ่ึงสามารถแบงไดดังนี้ กลุมที่ 1 ไดแก ไอโซเลท S1, กลุมที่ 2 ไดแก ไอโซเลท S8 และ กลุม
ที่ 3 ไดแก ไอโซเลท Sc. cerevisiae ที่เหลือจํานวน 24 ไอโซเลท ซ่ึงไดแก ไอโซเลท S2, S3, S4, S5, 
S6, S7, S9, S10, S11, S12, RW1, RW3, RW4, CT1, CT2, CT3, CT4, CT5, CT6, CT7, CT8, 
CT10, CT11 และ CT13 สําหรับการจัดกลุม Saccharomycopsis fibuligera สามารถจําแนก ออกเปน 
4 กลุม ดังนี้ กลุมที่ 1 ไดแก ไอโซเลท SF1, กลุมที่ 2 ไดแก ไอโซเลท SF2, กลุมที่ 3 ไดแก ไอโซเลท 
SF3 และ SF6  และกลุมที่ 4 ไดแก ไอโซเลท Sm. fibuligera ที่เหลือจาํนวน 7 ไอโซเลท ซ่ึงไดแก 
ไอโซเลท SF4, SF5, SF7, SF8, SF9, SF10 และ SF11 ซ่ึงผลการจัดกลุมโดยการวิเคราะห DHPLC 
ขางตนสามารถแยกความแตกตางระหวาง profile ที่ไดระหวางยีสต Sc. cerevisiae และ Sm. 
fibuligera ไดอยางชัดเจน และสามารถจัดกลุมทั้งสองสปชีส ตามลักษณะความแตกตางของ profile 
ที่ได ออกเปน 3 และ 4 กลุม ตามลําดับ ซ่ึงจะเห็นไดวามีความแตกตางของ profile ไมมากนัก
ภายในยีสตสปชีสเดียวกัน  
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ภาพที่ 14  แสดงผลผลิต PCR ตรงตําแหนง D1/D2 domain ของ 26S  Large subunit ของยีสตทั้ง 37 
     ไอโซเลท ที่จะนําไปวิเคราะห DHPLC 

     แถวที่ 1 และ 20 คือ 100 bp ladder (GeneRulerTM MBI Fermentas) 
     แถวที ่2-19 คือ S1, S1, S2, S3, S4, S5, S6, S7, S8, S9, S10, S11, S12, CT1, CT2, CT3,     
     CT4, CT5 CT6 ตามลําดับ 
     แถวที่ 21-39 คือ CT7, CT8, CT10, CT11, CT13, RW1, RW3, RW4, SF1, SF2, SF3,    
     SF4,SF5, SF6, SF7, SF8, SF9, SF10 และ SF11  ตามลําดับ 

 
 การศึกษาในครั้งนี้จึงมีการศกึษาเทคนิคอ่ืนๆ และผลของเทคนิค DHPLC จะถูกนําไป
เปรียบเทียบกบัการจัดกลุมโดยเทคนิคทางโมเลกุลอ่ืนๆ  เพื่อประโยชนในการศึกษาความแตกตาง
ของยีสต และเปรียบเทยีบเทคนิคทางโมเลกุลชนิดตางๆ โดยคัดเลือกจากเทคนิคโมเลกุลที่ถูก
นํามาใช และประสบความสําเร็จในการศึกษายีสตจากแหลงอื่นๆ เชน การศึกษาตําแหนง 
microsatellite และแผนทีก่ารตัด mtDNA ของยีสต Sc. cerevisiae และสําหรับยีสต Sm. fibuligera 
ไดใชเทคนิค ISSR ในการศกึษาความหลากหลายภายในสปชีส เนื่องจากยีสตสปชีสดังกลาวยังไมมี
รายงานการศกึษาความหลากหลายภายในสปชีส โดยอาศัยเครื่องหมายโมเลกุล งานวิจัยนีจ้ึง
เลือกใชเทคนคิ ISSR รวมกับไพรเมอร UBC ซ่ึงเปน universal primers ซ่ึงเปนวิธีที่ประสบ
ความสําเร็จในการศึกษาสิ่งมชีีวิตกลุมยูคารโิอต ตามที่ไดกลาวมาแลวขางตน 
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ภาพที่ 15  Profile ที่ไดจากการวิเคราะห DHPLC ของยีสต Saccharomyces cerevisiae (ก) และ  
    Saccharomycopsis fibuligera (ข) ที่อุณหภูมิ 59 และ 58.5 องศาเซลเซียส ตามลําดับ 
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5. การวิเคราะห microsatellite ของยสีต Saccharomyces cerevisiae 

 
 จากการวิเคราะหลายพมิพดีเอ็นเอโดยอาศยัการวเิคราะห microsatellite ของยีสต 
Saccharomyces cerevisiae จํานวน 26 ไอโซเลท โดยใชไพรเมอรสําหรับตําแหนง SC8132X  ซ่ึงให
แถบดีเอ็นเอทีม่ีความแตกตางกัน (polymorphic band) พิจารณาจากภาพที่ 16 สามารถแยกขนาด
ของผลผลิต PCR ที่ไดแบบคราวๆ โดยการวิเคราะหอิเล็คโทรโพรีซิสบนเจลอะกาโรส ซ่ึงขนาด
ของผลผลิต PCR ที่ไดมีขนาดอยูในชวง 100-300 คูเบส  
 

      
 
ภาพที ่16  ผลการวิเคราะห microsatellite ของยีสต Sacharomyces cerevisiae 26 ไอโซเลท บน    
        เจลอะกาโรส 2.5%, 100v, 3 ชั่วโมง 
       แถวที่ 1 คือ 100 bp ladder 
    แถวที ่2-27 คือ ไอโซเลท S1, S2, S3, S4, S5, S6, S7, S8, S9, S10, S11, S12, CT1, CT2,  
 CT3, CT4, CT5, CT6 และ CT7, CT8, CT10, CT11, CT13, RW1, RW3 และ RW4      
 ตามลําดับ 
 
 เพื่อแกปญหาความไมชัดเจนของการวิเคราะหขนาดของผลผลิต PCR ที่ได และเพื่อความ
ถูกตองแมนยํามากขึ้น สามารถวิเคราะหขนาดของผลผลิต PCR โดยอาศัยเครื่อง ABI PRISMTM 377 
DNA Sequencer โดยใชโปรแกรม GeneScan ในการวิเคราะหขนาดของผลผลิต PCR แตที่แตกตาง
จากการวิเคราะหโดยเทคนิคอิเล็คโทรโฟรีซิส ก็คือ ไพรเมอรที่ใชในการวิเคราะหดวยเครื่องหา
ลําดับเบสแบบอัตโนมัตินี ้ จะถูกติดฉลากดวยสีฟลูออเรสเซ็นต 6-carboxy fluorescein (FAM) 
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สําหรับขั้นตอนการทํา PCR  แตสําหรบัองคประกอบของปฏิกิริยา PCR และโปรแกรมอุณหภูมิ
สําหรับเครื่อง thermal cycle จะเหมือนเดิมทุกประการ 
 

 ผลจากการวิเคราะหขนาดผลผลิต PCR ดวยเครื่อง ABI PRISMTM 377 DNA Sequencer 
พบวาผลการทาํ PCR ตรงตําแหนง SC8132X ใหแถบดีเอ็นเอที่มีความแตกตางกันจํานวน 15 แถบ 
ซ่ึงจํานวนแถบดีเอ็นเอที่ไดของแตละไอโซเลท สอดคลองกับการวิเคราะหผลโดยการทําอิเล็คโทร
โฟรีซิส ซ่ึงมีขนาดอยูในชวง 144-217 คูเบส เมื่อเปรียบเทียบผลการทดลองกับที่รายงานไวในการ
ทดลองของ Howell et al. ในป 2004  ซ่ึงไดทําการศึกษาหาความแตกตางของสายพันธุยีสตทีใ่ช
ในทางการคาจํานวน 6 สายพันธุ โดยเทคนิค microsattellite โดยอาศัยตําแหนงการวิเคราะห
เดียวกันนี้ พบวายีสตทั้ง 6 สายพันธุใหแถบดีเอ็นเอที่แตกตางกันอยูหลายแถบ แตแถบที่เขม และ
ชัดเจน ไดถูกคัดเลือกมาใชในการแสดงความแตกตางของรูปแบบ microsatellite โดยใชเปน strain 
marker มีขนาดอยูในชวง 190-205 คูเบส ซ่ึงแสดงใหเห็นวาแถบดเีอ็นเอมีขนาดใกลเคียงกับการ
ทดลองนี้ ซ่ึงขนาดของแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏอาจจะมากหรือนอยกวานี้ หากมีการศกึษายีสตจํานวน
หลายๆ ตัวอยาง ซ่ึงในการทดลองที่มีรายงานนัน้เปนการวิเคราะหเพียง 6 สายพนัธุเทานั้น และ
สําหรับขนาดของแถบดีเอ็นเอที่ไดของแตละไอโซเลทที่ไดจากการทดลองครั้งนี้แสดงดังภาพที่ 17, 
18, 19 และ 20 ซ่ึงแถบดีเอ็นเอที่พบจะมีขนาดอยูในชวง 144-146, 156-158, 162-163, 165-166, 
174-175, 177-178, 180-181, 186-187, 189-190, 192-193, 195-196, 201-202, 204-207, 210-211 
และ 216-217 คูเบส แสดงในตารางที่ 9 
 
 พิจารณาจากภาพที่ 17  พบวาไอโซเลท S1 ใหแถบดเีอ็นเอ 1 แถบมีขนาดเทากับ 186.30 คู
เบส, ไอโซเลท S2 ใหแถบดีเอ็นเอ 1 แถบมีขนาดเทากบั 165.45 คูเบส, ไอโซเลท S3 ใหแถบดเีอ็น
เอ 2 แถบมีขนาดเทากับ 180.25 และ 210.97 คูเบส, ไอโซเลท S4 ใหแถบดีเอ็นเอ 2 แถบมีขนาด
เทากับ 162.53 และ 165.45 คูเบส, ไอโซเลท S5 ใหแถบดีเอ็นเอ 1 แถบมีขนาดเทากับ  177.41 คูเบส
, ไอโซเลท S6 ใหแถบดีเอน็เอ 2 แถบมีขนาดเทากับ 162.61 และ 201.59 คูเบส, ไอโซเลท S7 ให
แถบดีเอ็นเอ 2 แถบมีขนาดเทากับ 162.61 และ 201.64 คูเบส  
 
 พิจารณาจากภาพที่ 18 ไอโซเลท พบวา S8 ใหแถบดเีอ็นเอ 1 แถบมีขนาดเทากับ 162.67 คู
เบส, ไอโซเลท S9 ใหแถบดีเอ็นเอ 1 แถบมีขนาดเทากบั 216.92 คูเบส,ไอโซเลท S10 ใหแถบดีเอ็น
เอ 2 แถบมีขนาดเทากับ 177.47 และ 192.66 คูเบส, ไอโซเลท S11 ใหแถบดีเอ็นเอ 2 แถบมีขนาด
เทากับ 177.38 และ 180.30 คูเบส, ไอโซเลท S12 ใหแถบดีเอ็นเอ 2 แถบมีขนาดเทากับ 174.29 และ 
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180.31 คูเบส, ไอโซเลท CT1 ใหแถบดเีอน็เอ 3 แถบมีขนาดเทากับ 144.80, 157.11 และ 205.17 คู
เบส 
 
 พิจารณาจากภาพที่ 19 พบวา ไอโซเลท CT2 ใหแถบดเีอน็เอ 3 แถบมีขนาดเทากับ 144.88, 
189.63 และ 195.84 คูเบส, ไอโซเลท CT3 ใหแถบดเีอ็นเอ 3 แถบมีขนาดเทากับ 144.81, 157.11 
และ 205.13 คูเบส, ไอโซเลท CT4 ใหแถบดีเอ็นเอ 3 แถบมีขนาดเทากับ 144.65, 156.85 และ 
205.09 คูเบส, ไอโซเลท CT5 ใหแถบดเีอน็เอ 3 แถบมีขนาดเทากับ 144.92, 156.55 และ 206.18 คู
เบส, ไอโซเลท CT6 ใหแถบดีเอ็นเอ 3 แถบมีขนาดเทากับ 144.76, 157.15 และ 205.15 คูเบส, ไอ
โซเลท CT7 ใหแถบดีเอ็นเอ 3 แถบมีขนาดเทากับ 144.98, 165.86 และ 189.72 คูเบส 
 
 พิจารณาจากภาพที่ 20 พบวา ไอโซเลท CT8 ใหแถบดเีอน็เอ 3 แถบมีขนาดเทากับ 144.82, 
157.11 และ 205.23 คูเบส,ไอโซเลท CT10 ใหแถบดเีอ็นเอ 3 แถบมขีนาดเทากับ 145.01, 157.24 
และ 165.95 คูเบส, ไอโซเลท CT11 ใหแถบดีเอ็นเอ 1 แถบมีขนาดเทากับ 180.58 คูเบส,ไอโซเลท 
CT13 ใหแถบดีเอ็นเอ 4 แถบมีขนาดเทากบั 144.83, 157.17, 165.94 และ 204.97 คูเบส, ไอโซเลท 
RW1 ใหแถบดีเอ็นเอ 1 แถบมีขนาดเทากบั 174.89 คูเบส,ไอโซเลท RW3 ใหแถบดีเอ็นเอ 1 แถบมี
ขนาดเทากับ 177.78 คูเบส,ไอโซเลท RW4 ใหแถบดเีอ็นเอ 2 แถบมีขนาดเทากบั 174.63 และ 
177.73 คูเบส 
 
 จากตารางที่ 9 และ dendogram (ภาพที่ 21) ที่ไดจากการวิเคราะหโดยวิธี UPGMA 
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) เพือ่ศึกษาความสมัพันธระหวาง 
Saccharomyces cerevisiae แตละไอโซเลท โดยพิจารณาการปรากฏและไมปรากฏของแถบดีเอ็นเอ
ที่ไดจากการวิเคราะหตําแหนง microsatellite แสดงผลการจัดกลุมไดอยางชัดเจน โดยสามารถจัดได
เปน 3 กลุม ซ่ึงไดแก กลุมที ่1 ไดแกไอโซเลท S5 และ RW3  กลุมที่ 2 ไดแกไอโซเลท S6 และ S7 
และ กลุมที่ 3 ไดแกไอโซเลท CT1, CT3, CT4, CT5, CT6 และ CT8 ซ่ึงจะเหน็ไดวานอกจาก 10 ไอ
โซเลทที่อยูใน 3 กลุมขางตนนี้แลวอีก 16 ไอโซเลทที่เหลือก็แสดงลายพมิพดีเอ็นเอที่ตางกันออกไป 
ทําใหรูปแบบลายพิมดีเอ็นเอของตัวอยางทั้งหมด 26 ไอโซเลท ใหรูปแบบการตดัที่แตกตางกนัถึง 
19 รูปแบบ  
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ตารางที่ 9  แสดงขนาดของผลผลิต PCR ที่ไดจากการทํา microsatellite ตรงตําแหนง SC8132X 
ไอโซเลท ขนาดของแถบดีเอ็นเอ (bp) 

 
144-
146 

156-
158 

162-
163 

165-
166 

174-
175 

177-
178 

180-
181 

186-
187 

189-
190 

192-
193 

195-
196 

201-
202 

204-
207 210-211 

216-
217 

S1        186.3        
S2    165.45            
S3       180.25       210.97  
S4   162.53 165.45            
S5      177.41          
S6   162.61         201.59    
S7   162.61         201.64    
S8   162.67             
S9               216.92 
S10      177.47    192.66      
S11      177.38 180.30         
S12     174.29  180.31         
CT1 144.80 157.11           205.17   
CT2 144.88        189.63  195.84     
CT3 144.81 157.11           205.13   
CT4 144.65 156.85           205.09   
CT5 144.92 156.55           206.18   
CT6 144.76 157.15           205.15   
CT7 144.98   165.86     189.72       
CT8 144.82 157.11           205.23   
CT10 145.01 157.24  165.95            
CT11       180.58         
CT13 144.83 157.17  165.94         204.97   
RW1     174.89           
RW3      177.78          
RW4     174.63 177.73               81 



 

 

 
 
ภาพที่ 17  ลายพิมพดีเอ็นเอของยีสต Saccharomyces cerevisiae ไอโซเลท S1, S2, S3, S4, S5, S6  
      และ S7 ที่ไดจากเทคนิค microsatellite ดวยไพรเมอรสําหรับตําแหนง SC8132X  
 
หมายเหตุ  ตัวเลขดานบนและใต peak แสดงขนาดของแถบดีเอ็นเอ ซ่ึงมีหนวยเปนคูเบส 
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S3 

S4 

S5 

S6 

S7 
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ภาพที่ 18  ลายพิมพดีเอ็นเอของยีสต Saccharomyces cerevisiae ไอโซเลท S8, S9, S10, S11, S12     
        และ CT1 ที่ไดจากเทคนคิ microsatellite ดวยไพรเมอรสําหรับตําแหนง SC8132X 

 
หมายเหตุ  ตัวเลขดานบนและใต peak แสดงขนาดของแถบดีเอ็นเอ ซ่ึงมีหนวยเปนคูเบส 
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S10 

S11 

S12 

CT1 
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ภาพที่ 19  ลายพิมพดีเอ็นเอของยีสต Saccharomyces cerevisiae ไอโซเลท CT2, CT3, CT4, CT5,   
        CT6 และ CT7 ที่ไดจากเทคนิค microsatellite ดวยไพรเมอรสําหรับตําแหนง SC8132X 
 
หมายเหตุ  ตัวเลขดานบนและใต peak แสดงขนาดของแถบดีเอ็นเอ ซ่ึงมีหนวยเปนคูเบส 
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ภาพที่ 20  ลายพิมพดีเอ็นเอของยีสต Saccharomyces cerevisiae ไอโซเลท CT8, CT10, CT11,  
     CT13, RW1, RW3 และ RW4 ที่ไดจากเทคนิค microsatellite ดวยไพรเมอรสําหรับ 
     ตําแหนง SC8132X  
 
หมายเหตุ  ตัวเลขดานและใต peak แสดงขนาดของแถบดีเอ็นเอ ซ่ึงมหีนวยเปนคูเบส 

CT11 

CT8 

CT10 

CT13 

RW1 

RW3 

RW4 
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ภาพที่ 21  Dendrogram ของเชื้อ Saccharomyces cerevisiae ที่ไดจากการวิเคราะหรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอจากเทคนิค microsatellite โดยอาศยัวิธี UPGMA   

    และคาทางสถิติ หรือตัวเลข bootstrap แสดงคาเปนเปอรเซ็นต  
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6.  การวิเคราะหแผนที่การตดัดีเอ็นเอในไมโตคอนเดรีย (mtDNA- RFLP) ของยีสต    

    Saccharomyces cerevisiae 
 
 Saccharomyces cerevisiae ทั้ง 26 ไอโซเลทขางตนไดถูกนํามาศกึษาความหลากหลาย
ภายในสปชีส เร่ิมจากการสกัดดีเอน็เอรวมกับการใชเอน็ไซม zymolyase เพื่อใหไดปริมาณดีเอน็เอ
จํานวนมาก และเหมาะสมตอการวิเคราะหแผนที่การตดัในลําดับตอไป ดีเอ็นเอทีส่กัดไดจะเปนดี
เอ็นเอทั้งสวนของดีเอ็นเอในนิวเคลียส และดเีอ็นเอในไมโตคอนเดรีย จากการทดลองนี้ไดใช
เอ็นไซม HinfI ซ่ึงเปนเอ็นไซมที่มีตําแหนงจดจําชนิด 5 เบส โดยมีตําแหนงจดจําสวนใหญบน
นิวเคลียรดเีอน็เอ และมีตําแหนงจดจําบนดีเอ็นเอในนวิเคลียสเพยีง 2-3 ตําแหนงเทานั้น (Querol et 
al., 1992a) และเมื่อวิเคราะหแผนที่การตดับนเจอะกาโรส ชิ้นดีเอ็นเอที่ถูกยอยเปนชิ้นที่เล็กมากซึง่
เปนดีเอ็นเอในนิวเคลียสกเ็คลื่อนที่หลุดออกจากเจล เหลือเฉพาะชิ้นดเีอ็นเอที่ไดจากการตัดดีเอน็เอ
ในไมโตคอนเดรียเทานัน้  
 
 จากการศึกษาแผนที่การตัดดีเอ็นเอในไมโตคอนเดรีย (mitochondrial DNA: mtDNA) โดย
อาศัยเอ็นไซม ชนิดเอนโดนิวคลีเอส HinfI ในครั้งนี้พบวาแถบดเีอน็เอที่ไดมีความชัดเจน และ
สามารถนํามาวิเคราะหไดมขีนาดตั้งแต 1.5 กิโลเบส ถึง 6 กิโลเบส เปรียบเทียบกบัการทดลองของ 
Martinez et al., ในป 2004 ซ่ึงทําการศึกษาในยีสตที่ใชในอุตสาหกรรมการผลิตไวนในแถบ
อเมริการใต พบวาขนาดของแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการตัดดีเอน็เอในไมโตคอนเดรียมีขนาดอยู
ในชวง 1.5 กิโลเบส ถึง 14.5 กิโลเบส และจากการวิเคราะหรูปแบบการตัด mtDNA-RFLP โดย
อาศัยอิเล็คโทรโฟรีซิส (ภาพที่ 22) แสดงใหเห็นวารูปแบบการตัด mtDNA ของยีสตแตกตางกนั 

สามารถจัดเปนกลุมไดดังนี ้ กลุมที่ 1 (สัญลักษณ *) ไดแก ไอโซเลท S6 และ S7,  กลุมที่ 2 

(สัญลักษณ �) ไดแก CT7 และ CT13 และ กลุมที่ 3 (สัญลักษณ ▼)ไดแก CT1, CT3, CT4, CT5, 
CT6 และ CT8 เปนตน 

 
 นอกจาก Saccharomyces cerevisiae ทั้ง 10 ไอโซเลท ที่ถูกจัดใหอยูในกลุมทั้ง 3 กลุม
ขางตนแลว ไอโซเลทอื่นๆ ที่เหลืออีก 16 ไอโซเลท แสดงรูปแบบการตัดที่แตกตางกันออกไป ทํา
ใหรูปแบบการตัด mtDNA ของตัวอยางทัง้หมด 26 ไอโซเลท ใหรูปแบบการตัดที่แตกตางกันถึง 19 
รูปแบบ (ภาพที่ 22)  และเพือ่ความชัดเจนมากขึ้นในการวิเคราะหรูปแบบการตัด mtDNA ของทั้ง 3 
กลุมนี้ จึงไดทําการเปรียบเทียบรูปแบบการตัด mtDNA ของทั้ง 3 กลุม โดยทําการวิเคราะหอิเล็ก
โทรโฟริซีสในเจลแผนเดียวกันแสดงดังภาพที ่23 
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 เมื่อเปรียบเทียบการจัดกลุมไอโซเลทของยีสต Saccharomyces cerevisiae โดยอาศัยผลการ
วิเคราะห mtDNA-RFLP และ microsatellite พบวาทัง้สองเทคนิคสามารถจัดกลุมยีสตไดเปน 3 
กลุมเชนเดยีวกัน ซ่ึง 2 ใน 3 กลุม ใหผลเหมือนกันนัน่คอื CT1, CT3, CT4, CT5, CT6 และ CT8 ถูก
จัดใหอยูในกลุมเดียวกัน และ S6 และS7 ก็ถูกจัดกลุมใหอยูในกลุมเดยีวกัน และเมือ่เปรียบเทียบผล
การวิเคราะหนี้กับการวิเคราะห DHPLC และ microsatellite พบวาการวเิคราะห microsatellite และ 
mtDNA-RFLPใหผลที่ดีกวาสําหรับจุดประสงคในการศกึษาความหลากหลายของยีสต เนื่องจากวา 
การวิเคราะห DHPLC แสดงความแตกตางของ profile เพียง 3 รูปแบบ ขณะที่การวเิคราะห 
microsatellite และ mtDNA-RFLP ใหรูปแบบที่แตกตางกันถึง 19 รูปแบบ 

 

 
 
ภาพที ่22  ลายพิมพดีเอ็นเอทีไ่ดจากการตัดดีเอ็นเอในไมโตคอนเดรีย (mtDNA- RFLP) ดวย 
    เอ็นไซม HinfI บนอะกาโรส 1% agarose, 100V, 3.5 ช่ัวโมง 

   แถวที่ 1,15, 16 และ 30 คือ 1kb ladder (GeneRulerTM MBI Fermentas) 
   แถวที ่2-13 คือ ตัวอยาง S1-S12, แถวที่ 14 คือ CT1 
   แถวที่ 17-29 คือ CT2, CT3, CT4, CT5, CT6, CT7, CT8, CT10, CT11, CT13, RW1, 

    RW3 และ RW4 ตามลําดับ 

* * ▼ 

   1    2     3     4     5    6     7    8     9   10  11   12  13   14   15 
▼    ▼     ▼   ▼     ■     ▼                     ■ 
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ภาพที่ 23  ลายพิมพดีเอ็นเอจากการวิเคราะห mtDNA- RFLP ของไอโซเลท  Saccharomyces  
     cerevisiae ในกลุมที่ 1 กลุมที่ 2 และกลุมที่ 3 
     แถวที่ 1 และ แถวที่ 12 คือ 1kb ladder (GeneRulerTM MBI Fermentas) 
     แถวที ่2-3 คือ ไอโซเลท S6 และS7 (กลุมที่ 1) 
     แถวที ่4-9 คือ CT1, CT3, CT4, CT5, CT6 และ CT8 (กลุมที่ 2)  

    แถวที่ 10-11 คือ CT7 และ CT13 (กลุมที่ 3) 
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7. การศึกษาความแตกตางภายในสปชีส Saccharomycopsis fibuligera โดยใชเทคนคิ ISSR-PCR 
 
 ยีสตไอโซเลทที่ถูกระบุสปชีสแลววาเปน Saccharomycopsis fibuligera จะถูกนํามา
วิเคราะหหาความแตกตางทางพันธุกรรมภายในสปชีสโดยใชเทคนิค ISSR อาศัยการเพิ่มปริมาณ
ชิ้นสวนดเีอ็นเอดวยเทคนิค PCR รวมกับไพรเมอรจํานวน 8 ชนิด ซ่ึง Sm. fibuligera ที่ไดมาจาก
ศูนยเก็บรวบรวมเชื้อจุลินทรยี ไดแก ไอโซเลท SF1, SF2, SF3, SF4, SF5 และ SF6 จะถกูนํามาใช
เปนยีสตเปรียบเทียบในการวิเคราะหความแตกตางภายในสปชีสในครั้งนี้ดวย สําหรบัผลการสกัดดี
เอ็นเอกอนทีจ่ะนําไปเจือจางใหไดความเขมขนเปน 40 นาโนกรัมตอไมโครลิตร เพื่อนําไปเปน
ตนแบบในการทํา PCR ของทุกไอโซเลทที่เปน Sm. fibuligera แสดงดังภาพที ่24 
 
 

 
 

ภาพที่ 24  ผลการสกัดดีเอน็เอ เพื่อใชในการวิเคราะห ISSR ของยีสต  Saccharomycopsis  
            fibuligera 

                         แถวที ่1: 1 kb DNA Ladder (GeneRulerTM MBI Fermentas) 
                         แถวที ่2-12: ไอโซเลท Sm. fibuligera SF1-SF11 

           แถวที ่13-15: DNA ที่ทราบความเขมขน 40, 80 และ120 นาโนกรัมตอไมโครลิตร 
 
              จากการศึกษาดวยเทคนิค ISSR ในการจําแนกเชื้อ Saccharomycopsis fibuligera 
จํานวน 11 ไอโซเลท โดยใชไพรเมอร UBC (University of British Columbia) จํานวน 8 ชนิด 
พบวาแถบไอเอสเอสอารที่ได มีจํานวนทั้งสิ้น 80 แถบ ซ่ึงมีขนาดตั้งแต 300 คูเบส จนถึงมากกวา 
2,000 คูเบส ดังรายละเอียดในแตละไพรเมอรดังตอไปนี ้ไพรเมอร UBC 811 (ภาพที ่25) ใหแถบดี
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เอ็นเอที่มีความแตกตางกัน (polymorphic band) จํานวน 11 แถบ ดังนี้ ไอโซเลท SF4, SF5, SF7, 
SF8, SF9 และ SF11 ใหแถบดีเอ็นเอขนาดเหมือนกัน 3 ขนาด ไดแก แถบดเีอ็นเอขนาด 1,500 คู
เบส ขนาด 1,200 คูเบส และ ขนาด 750 คูเบส ไอโซเลทตาง ๆ ขางตนยังใหแถบดีเอ็นเอขนาด 
700 คูเบสเชนเดียวกับไอโซเลท SF1 และ SF10 และยังใหแถบดีเอ็นเอขนาด 820 คูเบส
เชนเดยีวกับไอโซเลท SF1 และ SF2 อีกดวย สําหรับแถบดีเอ็นเอขนาด 1,000 คูเบส พบเฉพาะใน
ไอโซเลท SF3 และ SF6 เทานั้น เชนเดยีวกับแถบดีเอ็นเอขนาด 2,200, 1400 และ 650 คูเบส ที่พบ
เฉพาะในไอโซเลท SF2 เทานั้น สําหรับแถบดีเอ็นเอขนาด 1,600 คูเบส พบในทุกไอโซเลท ยกเวน
ไอโซเลท SF1, SF2 และ SF10 และแถบดีเอ็นเอขนาด 950 คูเบส พบในไอโซเลท SF2, SF7, 
SF8, SF9 และ SF11 ผลการ score 0-1 จากแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏแสดงในภาคผนวก ค (ขอ1) 
 

 

 
 

ภาพที่ 25  ลายพิมพดีเอ็นเอของยีสต Saccharomycopsis  fibuligera จํานวน 11 ไอโซเลท ที่ได   
                  จากการวิเคราะห ISSR ดวยไพรเมอร UBC 811           
                 แถวที ่1, 14 :  100 bp DNA Ladder และ 1 kb DNA Ladder (GeneRulerTM MBI  
                 Fermentas) ตามลาํดับ 
                 แถวที ่2 – 12 :ไอโซเลท Sm. fibuligera SF1-SF11 

   แถวที่ 13 : negative control 
    
              ลายพิมพดีเอน็เอที่ไดจากการทํา PCR โดยอาศัยไพรเมอร UBC 811 สามารถจัดกลุม  
Saccharomycopsis fibuligera ไดเปน 5 กลุม ดังนี้ กลุม A ไดแก ไอโซเลท SF1, กลุม B ไดแก ไอ
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โซเลท SF2, กลุม C ไดแก ไอโซเลท SF3 และ SF6, กลุม D ไดแก ไอโซเลท SF4, SF5, SF7, SF8, 
SF9 และ SF11 และกลุม E ไดแก ไอโซเลท SF10 ไพรเมอรนี้สามารถแยก SF10 ออกจากกลุม
อ่ืนๆ ไดอยางชัดเจน 
 
             ไพรเมอร UBC 818 (ภาพที ่ 26) ใหแถบดเีอ็นเอที่มีความแตกตางกันจาํนวน 10 แถบ 
ดังนี้ ไอโซเลท SF4, SF5, SF7, SF8, SF9, SF10 และ SF11 ใหแถบดีเอ็นเอขนาดเหมือนกัน 4 
ขนาด ไดแก แถบดีเอ็นเอขนาดมากกวา 2,000 คูเบส ขนาด 2,000 คูเบส ขนาด 1,400 คูเบส และ 
ขนาด 1,100 คูเบส ไอโซเลทตางๆ ขางตนยังใหแถบดเีอ็นเอขนาด 650 คูเบสเชนเดียวกับไอโซเลท 
SF2 อีกดวย  สําหรับไอโซเลท SF3 และ SF6 ใหแถบดีเอ็นเอที่มีขนาดเหมือนกัน 4 ขนาด ไดแก 
แถบดีเอ็นเอขนาด 1,500  คูเบส ขนาด 1,300 คูเบส ขนาด 950 คูเบส และ ขนาด 500 คูเบส ซ่ึงดี
เอ็นเอทั้ง 4 ขนาดนี้พบเฉพาะใน SF3 และ SF6 เทานั้น สําหรับแถบดีเอ็นเอขนาด 700 คูเบส ก็พบ
เฉพาะในไอโซเลท SF1 เทานั้น ผลการ score 0-1 จากแถบดีเอ็นเอทีป่รากฏแสดงในภาคผนวก ค 
(ขอ 2) 
 

 
 

 
ภาพที ่26  ลายพิมพดเีอ็นเอของยีสต Saccharomycopsis  fibuligera จํานวน 11 ไอโซเลท ที่ได  
                 จากการวิเคราะห ISSR ดวยไพรเมอร UBC  818  
                 แถวที ่1, 14 :  100 bp DNA Ladder และ 1 kb DNA Ladder (GeneRulerTM MBI  
                 Fermentas) ตามลาํดับ 
                 แถวที ่2 – 12 :ไอโซเลท Sm. fibuligera SF1-SF11 

   แถวที่ 13: negative control 
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              ลายพิมพดีเอน็เอที่ไดจากการทํา PCR โดยอาศัยไพรเมอร  UBC 818 สามารถจัดกลุม  
Saccharomycopsis fibuligera ไดเปน 4 กลุม ดังนี้ กลุม A ไดแก ไอโซเลท SF1, กลุม B ไดแก ไอ
โซเลท SF2, กลุม C ไดแก ไอโซเลท SF3 และ SF6 , กลุม D ไดแก ไอโซเลท SF4, SF5, SF7, 
SF8, SF9, SF10 และ SF11 
 
             ไพรเมอร UBC 857 (ภาพที่ 27) ใหแถบดีเอ็นเอที่มีความแตกตางกนัจํานวน 7 แถบ 
ไดแก แถบดีเอ็นเอขนาด 1,500 คูเบส พบในทุกไอโซเลท ยกเวน SF2, SF3 และ SF6  แถบดีเอ็น
เอขนาด 1,300  คูเบส พบเฉพาะในไอโซเลท SF3 และ SF6 เทานั้น แถบดีเอ็นเอขนาด 1,000 คู
เบส พบเฉพาะในไอโซเลท SF1 และ SF2 เทานั้น แถบดีเอ็นเอขนาด 750  คูเบส พบในไอโซเลท 
SF4, SF5, SF7, SF8, SF9, SF10 และ SF11  แถบดีเอ็นเอขนาด 450  คูเบส พบในทุกไอโซเลทย
กเวน SF1 และ SF2  แถบดีเอ็นเอขนาด 400 คูเบส พบในเฉพาะไอโซเลท SF2 และแถบดีเอ็นเอ
ขนาด 320 คูเบส พบเฉพาะในไอโซเลท SF1  ผลการ score 0-1 จากแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏแสดงใน
ภาคผนวก ค (ขอ 3) 
 
           

 
 
ภาพที ่27  ลายพิมพดีเอ็นเอของยีสต Saccharomycopsis  fibuligera จํานวน 11 ไอโซเลท ที่ไดจาก  
           การวิเคราะห ISSR ดวยไพรเมอร UBC 857  
           แถวที ่1, 14 :  100 bp DNA Ladder และ 1 kb DNA Ladder (GeneRulerTM MBI  
                 Fermentas) ตามลําดับ 
            แถวที ่2 – 12 :ไอโซเลท Sm. fibuligera SF1-SF11 

   แถวที่ 13: negative control 
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             ลายพิมพดเีอ็นเอที่ไดจากการทํา PCR โดยอาศัยไพรเมอร  UBC 857 สามารถจัดกลุม  
Saccharomycopsis fibuligera ไดเปน 4 กลุม เชนเดยีวกบัการวิเคราะหดวยไพรเมอร UBC 818 

 
   ไพรเมอร UBC 880 (ภาพที่ 28) ใหแถบดีเอ็นเอที่มีความแตกตางกนัจํานวน 13 แถบ ดังนี้ 

ไอโซเลท SF1, SF4, SF5, SF8, SF9, SF10 และ SF11 ใหแถบดเีอ็นเอขนาด 700 คูเบสเหมือนกนั 
และไอโซเลทขางตนยกเวน SF10 ใหแถบดีเอ็นเอขนาด 400 คูเบสเชนเดียวกนักับ SF7 สําหรับ
แถบดีเอ็นเอขนาด 1500, 900, 550 และ 300 คูเบสพบเฉพาะไอโซเลท SF2 แถบดีเอน็เอขนาด 800, 
750, 500 พบเฉพาะไอโซเลท SF3 และ SF6 ทั้งสองไอโซเลทนี้ยังใหแถบดีเอ็นเอขนาด 1,200 คู
เบสเชนเดยีวกบัไอโซเลท SF10 อีกดวย สําหรับแถบดีเอ็นเอขนาด 1,030 คูเบส พบเฉพาะในไอ
โซเลท SF1 และ SF2 นอกจากนี้ไอโซเลท SF1 ยังใหแถบดีเอ็นเอทีม่ีขนาด 600 อีกดวย สําหรบั
แถบดีเอ็นเอขนาด 1,400 คูเบสพบในทุกไอโซเลท ยกเวน SF2 และ SF10 ผลการ score 0-1 จาก
แถบดีเอ็นเอทีป่รากฏแสดงในภาคผนวก ค (ขอ 4) 

 
 

 
 
ภาพที่ 28  ลายพิมพดเีอ็นเอของยีสต Saccharomycopsis  fibuligera จํานวน 11 ไอโซเลท ที่ได  
                 จากการวิเคราะห ISSR ดวยไพรเมอร UBC 880  
            แถวที ่1, 14 :  100 bp DNA Ladder และ 1 kb DNA Ladder (GeneRulerTM MBI  
                 Fermentas) ตามลาํดับ 

   แถวที ่2 – 12 :ไอโซเลท Sm. fibuligera SF1-SF11, แถวที่ 13: negative control 
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ลายพิมพดีเอน็เอที่ไดจากการทํา PCR โดยอาศัยไพรเมอร UBC 880 สามารถจัดกลุม  
Saccharomycopsis fibuligera ไดเปน 6 กลุม ดังนี้ กลุม A ไดแก ไอโซเลท SF1, กลุม B ไดแก ไอ
โซเลท SF2, กลุม C ไดแก ไอโซเลท SF3 และ SF6, กลุม D ไดแก ไอโซเลท SF4, SF5, SF8, SF9 
และ SF11, กลุม E ไดแก ไอโซเลท SF7 และกลุม F ไดแก ไอโซเลท SF10 
 
             ไพรเมอร UBC 888 (ภาพที ่ 29) ใหแถบดเีอ็นเอที่มีความแตกตางกันจาํนวน 11 แถบ 
ดังนี้ ไอโซเลท SF4, SF5, SF7, SF8, SF9 และ SF11 ใหแถบดเีอ็นเอขนาด 2,000 คูเบสเหมือนกัน 
และไอโซเลทขางตน รวมถึงไอโซเลท SF2 และ SF10 ยังใหแถบดีเอ็นเอขนาด 1,500 คูเบส
เชนเดยีวกัน กลุมขางตนยังใหแถบดีเอ็นเอขนาด 320 คูเบส เชนเดยีวกับ SF1 นอกจากนี้ไอโซเลท 
SF4, SF5, SF8, SF9, SF10 และSF11 ยังใหแถบดีเอ็นเอขนาด 875 คูเบสเหมือนกันอีกดวย สําหรับ
แถบดีเอ็นเอขนาด 520 คูเบส พบในไอโซเลท SF1, SF4, SF5, SF8, SF9 และ SF11สําหรับแถบดี
เอ็นเอขนาด 1750, 1250, 750, 600 และ 350 คูเบส พบเฉพาะในไอโซเลท SF3 และ SF6 เทานั้น 
เชนเดยีวกับดีเอ็นเอขนาด 450 คูเบส ที่พบเฉพาะในไอโซเลท SF1 ผลการ score 0-1 จากแถบดี
เอ็นเอที่ปรากฏแสดงในภาคผนวก ค (ขอ 5) 
 
             ลายพิมพดเีอ็นเอที่ไดจากการทํา PCRโดยอาศัยไพรเมอร UBC 888 สามารถจัดกลุม 
Saccharomycopsis fibuligera ไดเปน 6 กลุม เชนเดียวกับผลจากการวิเคราะห โดยไพรเมอร UBC 
880 
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ภาพที่ 29  ลายพิมพดเีอ็นเอของยีสต Saccharomycopsis  fibuligera จํานวน 11 ไอโซเลท ที่ได 
                 จากการวิเคราะห ISSR ดวยไพรเมอร UBC 888  
    แถวที ่1, 14 :  100 bp DNA Ladder และ 1 kb DNA Ladder (GeneRulerTM MBI  
                 Fermentas) ตามลาํดับ 
                 แถวที ่2 – 12 :ไอโซเลท Sm. fibuligera SF1-SF11 

   แถวที่ 13: negative control 
             
             ไพรเมอร UBC 889 (ภาพที่ 30) ใหแถบดีเอ็นเอที่มีความแตกตางกนัจํานวน 9 แถบ 
ดังนี้ ไอโซเลท SF4, SF5, SF8, SF9, SF10 และ SF11 ใหแถบดีเอน็เอขนาด 800 คูเบสเหมือนกนั 
และไอโซเลทตางๆ ขางตนยกเวน SF10 ยังใหแถบดีเอน็เอขนาด 1,500 คูเบสเชนเดียวกับไอโซเลท 
SF2 และ SF7 สําหรับแถบดีเอ็นเอขนาด 550, 450 และ 350 คูเบส พบเฉพาะในไอโซเลท SF3 
และ SF6 เทานั้น เชนเดยีวกับแถบดีเอ็นเอขนาด 1,450 คูเบส ที่พบเฉพาะในไอโซเลท SF1 และ 
แถบดีเอ็นเอขนาด 420 คูเบสที่พบใน SF2 เทานั้น สําหรับแถบดีเอ็นเอขนาด 300 คูเบส พบในทกุ
ไอโซเลท ยกเวนไอโซเลท  SF2 และ SF7 และแถบดเีอ็นเอขนาด 700 คูเบส พบในไอโซเลท 
SF2, SF3, SF6 และ SF10 ผลการ score 0-1 จากแถบดีเอน็เอที่ปรากฏแสดงในภาคผนวก ค (ขอ 6) 
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ภาพที่ 30  ลายพิมพดีเอ็นเอของยีสต Saccharomycopsis  fibuligera จํานวน 11 ไอโซเลท ที่ไดจาก  
                 การวิเคราะห ISSR ดวยไพรเมอร UBC 889 
                 แถวที ่1, 14 :  100 bp DNA Ladder และ 1 kb DNA Ladder (GeneRulerTM MBI  
                 Fermentas) ตามลาํดับ 
                 แถวที ่2 – 12 :ไอโซเลท Sm. fibuligera SF1-SF11 
                 แถวที่ 13: negative control 
 

ลายพิมพดีเอน็เอที่ไดจากการทํา PCRโดยอาศัยไพรเมอร UBC 889 สามารถจัดกลุม 
 Saccharomycopsis fibuligera ไดเปน 6 กลุม เชนเดยีวกบัผลจากการวิเคราะห โดยไพรเมอร UBC 
880 และ UBC 888 
 

ไพรเมอร UBC 890 (ภาพที ่31) ใหแถบดเีอ็นเอที่มีความแตกตางกันจาํนวน 7 แถบ ไดแก 
แถบดีเอ็นเอขนาด 1,100 คูเบส ซ่ึงพบในทุกไอโซเลท ยกเวน SF2, SF3, SF6 และ SF7  แถบดีเอ็น
เอขนาด 910  คูเบส ทีพ่บในทุกไอโซเลท ยกเวน SF2 และ SF7  แถบดีเอ็นเอขนาด 820 คูเบส 
พบเฉพาะในไอโซเลท SF2  แถบดีเอ็นเอขนาด 700 และ 500  คูเบส พบในทุกไอโซเลท ยกเวน 
SF1, SF2, SF3 และ SF6  แถบดีเอ็นเอขนาด 620  คูเบส พบในไอโซเลท SF1, SF4, SF5, SF8, 
SF9 และ SF11  แถบดีเอ็นเอขนาด 450 คูเบส พบเฉพาะไอโซเลท SF3 และ SF6 เทานั้น ผลการ 
score 0-1 จากแถบดีเอ็นเอทีป่รากฏแสดงในภาคผนวก ค (ขอ 7) 
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ภาพที่ 31  ลายพิมพดีเอ็นเอของยีสต Saccharomycopsis  fibuligera จํานวน 11 ไอโซเลท ที่ไดจาก  
                 การวิเคราะห ISSR ดวยไพรเมอร UBC 890 
                 แถวที ่1, 14 :  100 bp DNA Ladder และ 1 kb DNA Ladder (GeneRulerTM MBI  
                 Fermentas) ตามลาํดับ 
                 แถวที ่2 – 12 :ไอโซเลท Sm. fibuligera SF1-SF11 
                 แถวที่ 13: negative control 
 
              ลายพิมพดีเอ็นเอทีไ่ดจากการทํา PCR โดยอาศัยไพรเมอร UBC 890 สามารถจัดกลุม  
Saccharomycopsis fibuligera ไดเปน 5 กลุม ดังนี้ กลุม A ไดแก ไอโซเลท SF1, กลุม B ไดแก ไอ
โซเลท SF2, กลุม C ไดแก ไอโซเลท SF3 และ SF6, กลุม D ไดแก ไอโซเลท SF7, กลุมE ไดแก ไอ
โซเลท SF4, SF5, SF8, SF9, SF10 และ SF11 

 
              ไพรเมอร UBC 891 (ภาพที่ 32) ใหแถบดเีอ็นเอที่มีความแตกตางกัน จํานวน 12 แถบ ดังนี้ 
ไอโซเลท SF4, SF5, SF7, SF8, SF9, SF10 และ SF11 ใหแถบดีเอ็นเอขนาดเหมือนกัน 4 ขนาด 
ไดแก แถบดีเอ็นเอขนาดมากกวา 2,000 คูเบส ขนาด 1,250 คูเบส ขนาด 1,000 คูเบส และ ขนาด 600 
คูเบส ไอโซเลทตางๆขางตนยังใหแถบดีเอน็เอขนาด 700 คูเบสเชนเดียวกับไอโซเลท SF2 ใหแถบดี
เอ็นเอขนาด 300 คูเบสเชนเดียวกับไอโซเลท SF1 และแถบดีเอ็นเอขนาด 420 คูเบสเชนเดียวกับไอ
โซเลท SF1 และ SF2 อีกดวย  สําหรับไอโซเลท SF3 และ SF 6 ใหแถบดีเอ็นเอที่มีขนาดเหมือนกนั 
2 ขนาด ไดแก แถบดีเอ็นเอขนาด 1200  คูเบส และขนาด 480 คูเบส สําหรับแถบดีเอ็นเอขนาด 
2,000 คูเบสพบในไอโซเลท SF1, SF4, SF5 และ SF10 และแถบดีเอน็เอขนาด 1,450 และ 550 คู
เบส พบเฉพาะในไอโซเลท SF1 และ SF2 เทานั้น ผลการ score 0-1 จากแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏแสดง
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ในภาคผนวก ค (ขอ 8) 
 
 

 
 
ภาพที่ 32  ลายพิมพดีเอ็นเอของยีสต Saccharomycopsis  fibuligera จํานวน 11 ไอโซเลท ที่ไดจาก  

   การวิเคราะห ISSR ดวยไพรเมอร UBC 891 
                 แถวที ่1, 14 :  100 bp DNA Ladder และ 1 kb DNA Ladder (GeneRulerTM MBI  
                 Fermentas) ตามลาํดับ 
                 แถวที ่2 – 12 :ไอโซเลท Sm. fibuligera SF1-SF11 

   แถวที่ 13: negative control 
 
           ลายพิมพดีเอ็นเอทีไ่ดจากการทํา PCR โดยอาศัยไพรเมอร UBC 891 สามารถจัดกลุม  
Saccharomycopsis  fibuligera ไดเปน 5 กลุม ดังนี้ กลุม A ไดแก ไอโซเลท SF1, กลุม B ไดแก ไอ
โซเลท SF2, กลุม C ไดแก ไอโซเลท SF3 และ SF6, กลุม D ไดแก ไอโซเลท SF4, SF5 และ SF10 
และกลุม E ไดแก ไอโซเลท SF7, SF8, SF9 และ SF11 
  
             ไพรเมอร UBC 891 นี้สามารถแยก SF4, SF5 และ SF10 ออกจากกลุม SF7, SF8, SF9 และ 
SF11 ได ซ่ึงไอโซเลทดังกลาวทั้งหมดไมสามารถแยกออกจากกันไดโดยอาศัยไพรเมอร UBC 857, 
UBC 890 และ UBC 818 
 
 

 

1      2      3     4      5     6     7      8     9    10    11   12   13   14 

500 
300 

1031 
2000 1500 

750 

250 

bp bp 

 
 
 
  99 



 

จากผลการจัดจําแนกยีสต Saccharomycopsis fibuligera จากแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอโดยใชเทคนคิ PCR โดยอาศัยไพรเมอร UBC ทั้ง 8 ชนิดไพรเมอร ขนาดชิ้นสวนดี
เอ็นเอที่ได สามารถจัดกลุมยสีตดังกลาวจํานวน 11 ไอโซเลทไดเปน 7 กลุม ดังตอไปนี ้ (ตารางที่ 
10) 

 
กลุม 1  ไดแก ไอโซเลท SF1 (AAAAA) 
กลุม 2   ไดแก ไอโซเลท SF2 (BBBBB) 

 กลุม 3  ไดแก ไอโซเลท SF3 และ SF6 (CCCCC)  
กลุม 4   ไดแก ไอโซเลท SF7 (DEDDE) 
กลุม 5  ไดแก ไอโซเลท SF10 ( DDEEF) 
กลุม 6  ไดแก ไอโซเลท SF4 และ SF5 (DDDED) 
กลุม 7   ไดแก ไอโซเลท SF8, SF9 และ SF11 (DEDED) 

 
ไพรเมอรแตละชนิดในกลุม UBC** สามารถจัดกลุม Saccharomycopsis fibuligera ได

สูงสุด 6 กลุม และเมื่อใชไพรเมอรชนิดใดชนิดหนึ่งในกลุมนี้รวมกับไพรเมอร UBC 891  ก็สามารถ
จัดกลุม Sm. fibuligera ไดถึง 7 กลุม ซ่ึงจากการทดลองนี้พบวาสามารถใชไพรเมอรชนิดใดชนิด
หนึ่งในกลุม UBC** รวมกับไพรเมอร UBC 891  ก็เพียงพอในการศึกษาความหลากหลายทาง
พันธุกรรมของยีสตทุกตัวอยางที่ใชในการศึกษาในครั้งนี ้นอกจากนี้พบวา SF1 และ SF2 สามารถ
แยกออกมาจากกลุมอื่นๆ เชนเดียวกับ SF3 และ SF6 ซ่ึงจะใหแถบดเีอ็นเอที่ไดจากการเพิ่มจํานวน
ชิ้นสวนดเีอ็นเอโดยอาศัยไพรเมอรทั้ง 8 ชนิด ตางจากไอโซเลทอื่นๆ และไมวาจะใชไพรเมอรชนดิ
ใดใน 8 ชนดิขางตน และเพยีง 1 ไพรเมอรก็เพียงพอที่จะใชในการจัดจําแนกออกจากกลุมอื่นๆ 
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ตารางที่ 10  แสดงการจัดกลุม Saccharomycopsis  fibuligera ทั้ง 11 ไอโซเลทโดยใชเทคนิค ISSR ดวยไพรเมอร UBC  8 ชนิด 
 

 ไอโซเลท  
ไพรเมอร 

UBC 
 

SF1 
 

SF2 
 

SF3 
 

SF4 
 

SF5 
 

SF6 
 

SF7 
 

SF8 
 

SF9 
 

SF10 
 

 
SF11 

จํานวน
กลุม 

UBC* A B C D D C D D D D D 4 

891 A B C D D C E E E D E 5 

811 A B C D D C D D D E D 5 

890 A B C E E C D E E E E 5 

UBC** A B C D D C E D D F D 6 

กลุม AAAAA 
(1) 

BBBBB 
(2) 

CCCCC 
(3) 

DDDED 
(6) 

DDDED 
(6) 

CCCCC 
(3) 

DEDDE 
(4) 

DEDED 
(7) 

DEDED 
(7) 

DDEEF 
(5) 

DEDED 
(7) 

 

 
หมายเหตุ  A, B, C, D, E, F: รูปแบบลายพมิพดีเอ็นเอ 
     UBC* คือไพรเมอร UBC 818 และ UBC 857 ซึ่งใหรูปแบบของลายพิมพดีเอ็นเอทีส่ามารถจัดกลุมแตละไอโซเลทเหมือนกัน 
     UBC** คือไพรเมอร UBC 880, UBC 888 และ UBC 889 ซึ่งใหรูปแบบของลายพิมพดีเอ็นเอทีส่ามารถจัดกลุมแตละไอโซเลทเหมือนกัน
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ผลการวิเคราะห ISSR ของยีสต Saccharomycopsis fibuligera ทั้ง 11 ไอโซเลท  โดย
เทคนิค PCR อาศัยไพรเมอร 8 ชนิด ถูกนําไปศึกษาการจัดกลุม (cluster analysis) ในรูปของ 
dendogram หรือ phylogenetic tree อาศัยวิเคราะหการปรากฏและไมปรากฏของแถบดีเอ็นเอ โดย
ใหการมแีถบดเีอ็นเอเปน 1 และไมมแีถบดีเอ็นเอเปน 0 คาการปรากฏ และไมปรากฏแถบดีเอ็นเอ
แตละตําแหนงดังกลาวขางตน สามารถนํามาคํานวณหาความแตกตางทางพันธุกรรมหรือระยะหาง
ทางพันธุกรรม (genetic distance) ของแตละไอโซเลทที่นํามาศึกษาได โดยใชโปรแกรม Restdist 
ซ่ึงเปนโปรแกรมที่อยูใน Phylip package ผลการวิเคราะหคาระยะหางทางพันธุกรรมไดแสดงใน
ตารางที่ 11 คาในตารางมีคาอยูระหวาง 0 ถึง 1 ซ่ึงคาที่แสดงจะเปน 0 หรือระยะหางมีคาเทากับ 0 ก็
ตอเมื่อไอโซเลทที่เปรียบเทียบเหมือนกันทุกประการ  และมีคาเปน 1 หรือระยะหางมีคาเทากับ 1 
แสดงวาไอโซเลทที่เปรียบเทยีบตางกัน คาดังกลาวยิ่งมีคาเขาใกล 1 มากเทาไหร กแ็สดงถึงไอโซ
เลทเปรียบเทยีบมีความแตกตางกันมากเทานั้น คาระยะหางระหวาง SF8, SF9 และ SF11 มีคาเปน 0 
แสดงใหเห็นวาทั้ง 3 ไอโซเลทนี้จัดอยูในกลุมเดียวกนั หรือมีความเหมือนกันถึง 100%  และไม
สามารถแยกความแตกตางได โดยอาศยัไพรเมอร UBC ทั้ง 8 ชนิดนี้ พิจารณาคาระหวาง SF3 และ 
SF6 มีคาเทากบั 0.0011 และระหวาง SF4 และ SF5 มีคาเทากับ 0.0008 ซ่ึงเปนคาที่นอยมาก แสดง
ใหเห็นวาไอโซเลทภายในแตละกลุมมีความแตกตางกันนอยมาก 
 

คาระยะหางของแตละไอโซเลทนี้ถูกนําไปไปสราง dendrogram โดยใชวิธี UPGMA เพื่อดู
ความสัมพันธและการจดักลุมของแตละไอโซเลท (ภาพที่ 33) เพื่อความถูกตองแมนยําในการจดั
กลุมดังกลาวไดแสดงระดับความเชื่อมั่นในการจัดกลุมแตละกลุมโดยอาศัยคา bootstraps โดย
กําหนดใหมีการ resampling ขอมูลที่ไดจากการวิเคราะหการปรากฏของแถบดีเอ็นเอขางตนมาสราง
เปนคาระยะหางทางพันธุกรรมจํานวน 1000 ตาราง หรือ 1000 matrix โดยใชโปรแกรม Restdist 
จากนั้นนําแตละ matrix ไปสราง dendogram โดยโปรแกรม Neighbor ซ่ึงโปรแกรมก็จะแสดง 
dendogram ทั้งหมด 1000 รูปแบบ ซ่ึงทั้ง 1000 รูปแบบจะถูกนํามาเขาโปรแกรม Consense เพื่อหา 
dendogram ที่เปนตัวแทนของทั้ง 1000 รูปแบบขางตน คาระดับความเชื่อมั่นนี้สามารถหาไดจาก
จํานวนเปอรเซ็นตที่แตละกลุมจะถูกจัดใหอยูในกลุมเดยีวกัน โดยคํานวณจาก 1000 คร้ัง แสดงใน
รูปของเปอรเซ็นต 
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ตารางที่ 11  ความแตกตางระหวางไอโซเลทของเชื้อ Sccharomycopsis fibuligera  จากการวิเคราะห 
       ขอมูลจากเทคนิค ISSR ดวยไพรเมอร จาํนวน 8 คู โดยอาศัยโปรแกรม Restdist ใน 
        Phylip package 
 

     SF1 
SF1        0.0000     SF2 
SF2         0.0876  0.0000     SF3 
SF3         0.1238  0.2364  0.0000     SF4 
SF4         0.0417  0.1042  0.1228  0.0000     SF5 
SF5         0.0386  0.1054  0.1102  0.0008  0.0000     SF6 
SF6         0.1446  0.2347  0.0011  0.1216  0.1228  0.0000     SF7 
SF7         0.0770  0.0851  0.1550  0.0073  0.0082  0.1536  0.0000     SF8 
SF8         0.0461  0.0928  0.1228  0.0016  0.0023  0.1216  0.0054  0.0000     SF9 
SF9         0.0461  0.0928  0.1228  0.0016  0.0023  0.1216  0.0054  0.0000  0.0000     SF10 
SF10        0.0635  0.1039  0.1097  0.0147  0.0156  0.1083  0.0226  0.0172  0.0172  0.0000  SF11 
SF11        0.0461  0.0928  0.1228  0.0016  0.0023  0.1216  0.0054  0.0000  0.0000  0.0172 0.0000 

  
 
 เชนเดยีวกับการจัดกลุมในตารางที่ 10 กลาวคือไอโซเลท SF1, SF2, SF7 และ SF10 ไมจัด
อยูในกลุมใด แยกออกจากไอโซเลทอื่นๆ ที่ระดับความเชื่อมั่นเทากบั 87%, 61%, 92.7% และ 
94.6% ตามลําดับ กลุมที่ 6 (SF4 และ SF5) และ กลุมที่ 7 (SF8, SF9 และ SF11) แยกออกจากลุม
อ่ืนๆ ที่ระดับความเชื่อมั่น 68.8%  และ 88.4% ตามลําดับ สําหรับ SF3 และ SF6 ถูกจัดอยูในกลุม
เดียวกัน และแยกออกจากไอโซเลทอื่นๆไดอยางชัดเจน ซ่ึงใหคาระดับความเชื่อมั่นถึง 100 % จาก
การศึกษา ISSRs โดยอาศัยไพรเมอรทั้ง 8 ชนิดนี้ ไมสามารถแยกไอโซเลททั้งสองนี้ออกจากกนัได 
ซ่ึงอาจเปนไปไดวาทั้งสองไอโซเลทเปน Saccharomycopsis fibuligera สายพันธุเดยีวกัน เนื่องจาก
ทั้งสองไอโซเลทไดมาจากลกูแปงเชนเดยีวกัน อยางไรกต็าม 2 ไอโซเลทนี้ ยังสามารถแยกออกจาก
ไอโซเลท SF4, SF5 และ SF11 ซ่ึงเปนไอโซเลทที่แยกมาจากลูกแปงเชนเดยีวกัน แสดงใหเห็นวา 
แมในแหลงทีม่าเดียวกนั ยังมีความหลากหลายของ Sm. fibuligera ใหเหน็อยางชัดเจน นอกจากนี ้
SF11 ยังถูกจัดใหอยูในกลุมเดียวกับ SF8 และ SF9 ซ่ึงแยกมาจากขาวหมากที่ทํามาจากขาวตางชนดิ
กันคือ ขาวเหนียวขาว และขาวเหนียวดํา ตามลําดับ แตอยางไรก็ตามทั้ง 2 ไอโซเลทไดถูกผลิตจาก
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แหลงเดยีวกัน และอาจเปนไปไดวาไดใชยีสตตัวเดียวกนัในการหมักขาวหมาก จากภาพแสดงให
เห็นวา กลุมที ่ 7 มีความใกลชิดทางพันธุกรรมกับกลุมที่ 6 มากกวากลุมอื่น ๆ แต 2 กลุมนี้สามารถ
แยกออกจากกนัไดโดยอาศัยไพรเมอร UBC 891 ดังตารางที่ 10 สําหรับ SF1 ใกลกบั SF2 มากกวา
กลุมอื่นๆ และ SF7 และ SF10 ก็ใกลชิดกับกลุมที่ 6 และ กลุมที่ 7 มากกวากลุมอื่นดวย 
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ขาวหมาก (ขาวเหนียวดํา) 

  

 
 
ภาพที่ 33  Dendrogram ของเชื้อ Saccharomycopsis  fibuligera  ที่ไดจากการวิเคราะหรูปแบบลายพมิพดีเอ็นเอจากเทคนิค ISSR โดยอาศัยวิธี UPGMA  
 
หมายเหตุ  คาทางสถิติแสดงเฉพาะที่มีคามากกวา 50  

อ ุ

ขาวหมาก 

ขาวหมาก (ขาวเหนียวขาว) 

ลูกแปง 

น้ําตอย  

ลูกแปง 

68.9 

90.8 

100 

61 

87 

94.6 

92.7 

88.4 

( 2 )

( 1 ) 

( 3 ) 

( 3 ) 

( 4 )

( 5 ) 

( 6 ) 

( 7 ) 

( 6 ) 

( 7 ) 

( 7 ) 
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 จากผลการทดลองในหัวขอที่ 7 เทียบกบัการจัดกลุมในหัวขอที่ 4 พบวาการจดักลุมยีสต 
Saccharomycopsis fibuligera ทั้ง 11 ไอโซเลท โดยวิธีการวิเคราะห profile ที่ไดจากเทคนคิ 
DHPLC ในหวัขอที่ 4 ใหผลการจัดกลุมสอดคลองกับการวิเคราะหรูปแบบดีเอ็นเอทีไ่ดจากการเพิม่
จํานวนโดยไพรเมอร UBC 818 และ 857 จากหัวขอที ่7   ซ่ึงสามารถจําแนก Sm. fibuligera สามารถ
จําแนก ออกเปน 4 กลุม ดังนี้ กลุมที่ 1 ไดแก ไอโซเลท SF1, กลุมที่ 2 ไดแก ไอโซเลท SF2, กลุมที ่
3 ไดแก ไอโซเลท SF3 และ SF6  และกลุมที่ 4 ไดแก ไอโซเลท Sm. fibuligera ที่เหลือ 7 ไอโซเลท 
ซ่ึงไดแก ไอโซเลท SF4, SF5, SF7, SF8, SF9, SF10 และ SF11 ซ่ึงการเปรียบเทียบการจัดกลุมยีสต 
Sm. fibuligera ดวยทั้งสองวธีิ เพื่อความชัดเจนยิ่งขึน้ ไดแสดงไวในภาพที่ 34 และ ภาพที่ 35 
 

  
 
ภาพที่ 34  แสดงการจัดกลุม Saccharomycopsis  fibuligera  11 ไอโซเลท โดยอาศัยการวิเคราะห  
      ISSR  ดวยไพรเมอร UBC 818 (ก) และ 857 (ข) ตามลําดับ  
 

 
 
ภาพที่ 35  แสดงการจัดกลุม Saccharomycopsis  fibuligera  11 ไอโซเลท โดยอาศัยการวิเคราะห  
     DHPLC 
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8. ความสามารถในการยอยแปงของยีสต Saccharomycopsis fibuligera 

 
Saccharomycopsis fibuligera เปนยีสตทีม่ีความสามารถยอยแปงได โดยยีสตจะมีการสราง 

extracellular amylase 2 ชนิด นั่นคือ glucoamylase และ α-amylase (Choi et al., 1997) และยังมี
รายงานวายีสตดังกลาวสามารถผลิต α-amylase ไดสูงสุดเมื่อเปรียบเทียบกับยีสตสปชีสอ่ืนๆ ที่แยก
ไดจากอาหารหมัก ซ่ึงไดแก Candida tropicalis, Hansenula anomala, Lipomyces sp., Pichia 
membranaefaciens, Saccharomyces cerevisiae และ Trichosporon pullulans เปนตน (Dhanwant et 
al., 1987) และพบวา Sm. fibuligera ยังมีความสามารถในการสรางเอนไซมยอยแปงไดสูง 
เชนเดยีวกับราสกุล Amylomyces, Rhizopus และ Actinomucor ที่แยกไดจากลูกแปงเชนเดียวกนั (สม
พร, 2544) 

 
จากการทดลองวัดความสามารถในการยอยแปงของยีสต Saccharomycopsis fibuligera ที่

แยกไดจากลูกแปง ขาวหมาก และสาโท โดยการวัดบริเวณใสหรือ clear zone ที่ไดจากการเลี้ยงยีสต
บนอาหาร YM-starch agar ผลการวัดเสนผาศูนยกลางของบริเวณใส และเสนผาศูนยกลางของเซลล
ยีสต ระยะระหวางขอบโคโลนีถึงของบริเวณใส และอัตราระหวางเสนผาศูนยกลางของบริเวณใส
และเสนผาศูนยกลางของโคโลนีแสดงดังตารางที่ 12 ยีสตที่ไมสามารถยอยแปงได ไดแกไอโซเลท 
SF2, SF3 และ SF6 ซ่ึงไมปรากฏบริเวณใสบนอาหารเลี้ยงเชื้อ และยสีตเจริญไดนอยมากเมื่อเทยีบ
กับไอโซเลทอื่นๆ ที่สามารถยอยแปงได เสนผาศูนยกลางที่วัดไดเพยีง 0.2 ซม. ในขณะทีไ่อโซ      
เลทที่สามารถยอยแปงไดมีขนาดโคโลนีอยูในชวง 0.75-0.93 ซม.  และมีระยะระหวางขอบโคโลนี
ถึงของบริเวณใสอยูในชวง 1.27-1.45 ซม. เมื่อเปรียบเทียบอัตราสวนระหวางเสนผาศูนยกลางของ
บริเวณใสและเสนผาศูนยกลางของโคโลนีของยีสตในกลุมไอโซเลทที่สามารถยอยแปงได พบวาคา
ดังกลาวอยูในชวง 2.42-2.91 ซม. ซ่ึงไอโซเลทที่สามารถยอยแปงไดสูงสุดและต่ําสุดไดแกไอโซเลท 
RW2 และ RW9 ที่แยกไดจากน้ําตอยระหวางกระบวนการหมักสาโทของโรงงานเจาพระยา และ
ขาวหมากรสสคุนธ ตามลําดับ เชนเดยีวกับรายงานของสมพรและคณะในป 2544 ซ่ึงรายงานวา Sm. 
fibuligera ที่แยกไดจากลูกแปงขาวหมากและลูกแปงเหลา แสดงคาอัตราระหวางเสนผาศูนยกลาง
ของบริเวณใสและเสนผาศูนยกลางของโคโลนีอยูในชวง 1.18-3.25 ซม. และ 2.08-3.13 ซม. 
ตามลําดับ ซ่ึงแสดงเหน็วา Sm. fibuligera ที่แยกไดจากลูกแปงเหลาจะมีคาดังกลาวสูงกวายีสตที่
แยกจากลูกแปงขาวหมาก เชนเดียวกับการทดลองนี้ยีสตที่ไดจากกระบวนการหมักสาโทสามารถ 
ยอยแปงไดสูงสุด ในขณะทีย่ีสตที่ไดจากขาวหมากมีคาต่าํกวา เปนตน
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ตารางที่ 12  แสดงความสามารถในการยอยแปงของยีสต Saccharomycopsis fibuligera 
 
ไอโซเลท เสนผาศูนยกลาง 

ของบริเวณใส (ซม.) 
เสนผาศูนยกลาง 
ของโคโลนี (ซม.) 

ระยะระหวางขอบโคโลนี 
ถึงของบริเวณใส (ซม.) 

อัตราระหวางเสนผาศูนยกลางของบริเวณใส 
และเสนผาศูนยกลางของโคโลนี 

SF1 2.33 0.88 1.45 2.65 
SF2 - 0.2 - - 
SF3 - 0.2 - - 
SF4 2.35 0.90 1.45 2.61 
SF5 2.1 0.80 1.30 2.63 
SF6 - 0.2 - - 

RW2/SF7 2.18 0.75 1.43 2.91 
RW6/SF8 2.05 0.78 1.27 2.63 
RW8/SF9 2.15 0.8 1.35 2.69 

RW9/SF10 2.25 0.93 1.32 2.42 
RW13/SF11 2.05 0.75 1.30 2.73 
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9. ความสามารถในการผลิตเอธิลแอลกอฮอลของยีสต  Saccharomyces cerevisiae  
 

ผลการหมักแอลกอฮอลของยีสต Saccharomyces cerevisiae ในอาหารที่มีกลูโคส 18% 
เปนเวลา 48 ชั่วโมง ที่ 28 องศาเซลเซียส พบวายีสต Sc. cerevisiae ทุกไอโซเลทใหระดับเปอรเซ็นต
แอลกอฮอลจากการวดัดวยเครื่องอิบูลิโอมิเตอร พบวาอยูในชวงระหวาง 4.7-9.07%  แสดงดังตาราง
ที่ 13 ไอโซเลท CT13 และ S12 มีความสามารถในการผลิตแอลกอฮอลไดดทีี่สุดซึ่งคา % 
แอลกอฮอล มีคาเทากันคือ 9.07 สําหรับไอโซเลท CT13 แยกจากบนไมมะเกลือที่อยูในภาชนะที่ใช
หมักน้ําตาลเมา และไอโซเลท S12 เปนสายพันธุอางอิงทีแ่ยกจากกระบวนการผลิตเอทานอล (high 
alcohol production) สายพันธุนี้ใหปริมาณเอทานอลที่สูง ซ่ึงไดมาจากศนูยเกบ็รวบรวมจุลินทรีย ไอ
โซเลท CT7 ที่แยกจากน้ําตาลสดที่ผานการตมแลว มีความสามารถในการผลิตแอลกอฮอลไดนอย
ที่สุดซึ่ง % แอลกอฮอลมีคาเทากับ 4.7 % 

 
ตารางที่ 13 ยังแสดงผลการศึกษาความสามารถในการตกตะกอนยีสต โดยการสังเกต

ลักษณะการตกตะกอนที่เวลาการหมัก 48 ชั่วโมง พบวาระดับความสามารถในการตกตะกอนของ
ยีสตหลังจากหมักได 48 ช่ัวโมง โดยสังเกตจากการตกตะกอนนอนกนของยีสตในฟลาสก เมื่อท้ิงไว
เปนเวลา 1 นาทีจากตารางแสดงใหเห็นวาไอโซเลท CT13 และ S12 นอกจากจะมีความสามารถใน
การผลิตแอลกอฮอลไดสูงที่สุดแลว ยังสามารถตกตะกอนไดดีมากอีกดวย ซ่ึงสมบัติการตกตะกอน
ของยีสตก็เปนอีกคุณสมบัติหนึ่งที่สําคัญในการคัดเลือกยีสตเพื่อนํามาใชในกระบวนการหมักใน
ระดับอุตสาหกรรม เพื่อลดตนทุนในการกรองยีสตหลังจากการหมักกอนที่จะบรรจุขวด ดังนั้นยีสต
ทั้ง 2 ไอโซเลทนี้มีคุณสมบัติที่เหมาะสม นาจะมีการนําไปศึกษาตอ และนําไปใชในการผลิตเอทา
นอลในอนาคต 
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ตารางที่ 13  แสดงความสามารถในการหมกัแอลกอฮอลของยีสต Saccharomyces cerevisiae 
 
ลําดับ 
ที่ 

ไอโซเลท เซลล (OD600) จุดเดือด  
(oC) 

% แอลกอฮอล ความสามารถในการ
ตกตะกอน 

 0 ช่ัวโมง 48 ช่ัวโมง    
1 S1 0.406 205 93.2 8.75 ** 
2 S2 0.420 417 95.75 4.93 ** 
3 S3 0.451 108 93.18 8.8 ** 
4 S4 0.474 170 93.40 8.41 ** 
5 S5 0.466 150 93.23 8.7 ** 
6 S6 0.486 128 93.33 8.52 ** 
7 S7 0.553 179 93.4 8.41 ** 
8 S8 0.382 154 93.1 8.9 ** 
9 S9 0.382 137 93.2 8.75 ** 

10 S10 0.676 82 93.3 8.85 ** 
11 S11 0.493 124 93.25 8.67 ** 
12 S12 0.563 38 93 9.07 **** 
13 CT1 0.561 450 94.35 6.9 ** 
14 CT2 0.568 537 94.4 6.83 **** 
15 CT3 0.551 518 94.43 6.8 **** 
16 CT4 0.495 423 95.78 4.88 **** 
17 CT5 0.446 560 95.9 4.74 ** 
18 CT6 0.520 383 95.88 4.75 *** 
19 CT7 0.479 594 95.93 4.7 **** 
20 CT8 0.513 373 94.4 6.83 **** 
21 CT10 0.475 433 95.25 5.63 ** 
22 CT11 0.431 424 93.25 8.65 **** 
23 CT13 0.349 305 93 9.07 **** 
24 RW1 0.363 977 95.85 4.8 ** 
25 RW3 0.357 659 93.2 8.75 ** 
26 RW4 0.400 821 95.8 4.86 ** 

 
หมายเหตุ  คาของจุดเดือดไดจากการเฉลี่ยจากการทําซ้ํา 3 ครั้ง, สัญลักษณ: ยีสตที่สามารถตกตะกอนไดดีมาก  
     (****), ตกตะกอนดี (***), ตกตะกอนปานกลาง (**) และ ไม ตกตะกอน (*)  
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วิจารณ 
  
1.  การระบุสปชีสของยีสต 
 
 การระบุสปชีสของยีสตโดยอาศัยการทดสอบความสามารถในการใชสารประกอบ
คารบอนของยีสตนั้น แมวาจะเปนวิธีที่ไมยุงยากซับซอน และสามารถทดสอบสารประกอบ
คารบอนไดหลายชนิดในคราวเดยีวกัน แตชุดทดสอบนีม้ีขอจํากัดในการระบุยีสต ซ่ึงสามารถระบุ
ไดเฉพาะกลุมยีสตที่มีขอมูลในฐานขอมูล software ของชุดทดสอบนี้เทานั้น ซ่ึงไมครอบคลุมทุกส
ปชีส  แตอยางไรก็ตามงานวจิยันี้ไดทําการวิเคราะหลําดับเบสของดเีอ็นเอบริเวณ D1/D2 domain 
ควบคูกันไปดวย ทําใหผลการระบุสปชีสของยีสตที่ไดมีความนาเชือ่ถือมากขึ้น และถึงแมดีเอน็เอ
บริเวณ 26S rDNA คอนขางเปนบริเวณอนุรักษ (conserved region) เนื่องจากเปนบริเวณของยีนมี
รหัสสําหรับสังเคราะห ribosomal RNA แตบริเวณ 26S rDNA ยังมสีวนของ D1/D2 domain ที่มี
ความผันแปรในยีสตแตละสปชีส จึงทําใหสามารถที่จะใชลําดับเบสบริเวณดังกลาวนีใ้นการระบุสป
ชีสของยีสต ยีสตสปชีสเดียวกันอาจมีความหลากหลายไมมากนัก แตบริเวณ D1/D2 domain ก็
สามารถที่จะใชในการจดักลุมยีสตไดดใีนระดับสปชีสไดเปนอยางด ี และมีความเหมาะสมในการ
วิเคราะหเพื่อจดุประสงคในการระบุสปชีสของยีสต เนื่องจากยีสตมากกวา 500 สปชีส (Kerrigan et 
al., 2003) ที่มีการศึกษาลําดบัเบสบริเวณดงักลาวนี้ไดถูกเก็บไวในฐานขอมูล GenBank นอกจากนี้
บริเวณดังกลาวมีความยาวประมาณ 600 คูเบส ซ่ึงสามารถทํา direct sequencing ไดเลยจากผลผลิต 
PCR โดยไมจําเปนตองโคลนเขาเวคเตอร และเปนขนาดที่เหมาะสมที่สามารถวิเคราะหดวยเครื่อง 
DNA sequencer  และงายตอการเปรียนเทยีบ (alignment) ลําดับเบสของแตละสปชีส ซ่ึงผลการทํา 
direct sequencing โดยใชไพรเมอรขางเดียวนัน้ ถึงแมจะใหความยาวไมครบเต็มทั้งเสน แตจากการ
ทดลอง พบวาเพียงพอสําหรบัการระบุสปชีสตางๆ ของยีสต ที่ไดทําการศึกษาในครัง้นี้ 
 
2. การจัดกลุมยีสตโดยอาศัยการวิเคราะห DHPLC 
 
 จากการใชระบบการวิเคราะห The WAVE DNA Fragment Analysis System 
(Trangenomic) เพื่อตรวจสอบความแตกตางของลําดับเบสดีเอ็นเอ ซ่ึงขนาดดีเอ็นเอที่มีรายงานวามี
ความเหมาะสมในการวิเคราะห ควรมีความยาวอยูในชวง 150-700 คูเบส และการวิเคราะหดีเอน็เอ
เสนสั้นกวาจะมีความไวในการวิเคราะหมากกวา (Posteraro et al., 2006) จากการวิเคราะหลําดบั
เบสบริเวณ D1/D2 domain พบวาสามารถจัดกลุมยสีต Saccharomyces cerevisiae และ 
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Saccharomycopsis fibuligera ออกเปน 3 และ 4 กลุม ตามลําดับ ซ่ึงจะเห็นไดวาวิธีนีใ้หความ
หลากหลาย (polymorphism) ไมมากนกัสําหรับการวเิคราะหการจัดกลุม ซ่ึงจากการทดลองนี้ไม
เหมาะสมที่จะนํามาใชในการจัดกลุมของยสีตทั้ง 2 สปชีส ซ่ึงปกติแลวเทคนิคนีใ้หผลดีมากในการ
วิเคราะหศึกษาการกลายพันธของยีนไมวาจะเปนการกลายพันธุแบบการเปลี่ยนแปลงของเบสเพียง
ตําแหนงเดยีวก็ตาม   
 
3. การศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของยีสต Saccharomyces cerevisiae โดยใชเทคนิค 
microsatellite และ mt DNA-RFLP 
  
 ในการศึกษาความหลากหลายของยีสตสปชีส Saccharomyces cerevisiae ดวยเทคนิค 
microsatellite สามารถวิเคราะหขนาดไดอยางรวดเร็ว ไมยุงยากดวยเทคนิคอิเล็คโทรโฟรีซิส แตการ
วิเคราะหขนาดของผลผลิต PCR ดวยวิธีนี้ไมเหมาะสําหรับกรณีตวัอยางจํานวนมากๆ เนื่องจากไม
สามารถวิเคราะหไดภายในเจลแผนเดยีวกนั ทําใหยากตอการเปรียบเทียบขนาด แตอยางไรก็ตาม
สามารถแกปญหาไดโดยการวิเคราะหรูปแบบของแถบดีเอ็นเอโดยการเปรียบเทียบกบัดีเอ็นเอ
มาตรฐานบนเจล หรือการวิเคราะหดวยเครื่อง DNA sequencer เนื่องจากผลที่ไดจากเครื่องดังกลาว
นี้แสดงออกมาในรูปของ peak และบอกขนาดไดอยางชัดเจน นอกจากนี้ยังมีโปรแกรมสําหรับการ
วิเคราะหการปรากฏ และไมปรากฏของแถบดีเอ็นเอ ซ่ึงสามารถนําไปวิเคราะหความสัมพันธทาง
พันธุกรรมไดโดยไมตองวิเคราะหดวยตาเปลาเชนเดียวกบัการวิเคราะหดวยวิธีอิเล็คโทรโฟรีซิส ซ่ึง
นอกจากเปนวธีิที่งายกวาแลว ยังใหผลที่ถูกตองแมนยํามากกวาอกีดวย  เชนเดียวกับที่มีในรายงาน
ของ Gallego et al. (2005) เสนอใหใชเครือ่งหมายดเีอ็นเอชนิด microsatellite ในการวิเคราะหความ
หลากหลายของยีสตภายในสปชีส Sc. cerevisiae เนื่องจากพบวา เปนวธีิที่งาย มีประสิทธิภาพ และ
สามารถแสดงความหลากหลายไดมากที่สุด เมื่อเปรียบเทียบกับเครื่องหมายดเีอ็นเอชนิดอื่นๆ  
 
 ไพรเมอรที่ใชในการวิเคราะห microsatellite เปนไพรเมอรสําหรับบริเวณ SC8132X ซ่ึงมี
ตําแหนงอยูบนยีน YPL009c บนโครโมโซมที่ 16 ของยีสต Saccharomyces cerevisiae ซ่ึงยีน
ดังกลาวนี ้ไมเกี่ยวของกับหนาที่ใดๆ ตามที่ฐานขอมูล Saccharomyces genome database (SGD) ได
รายงานไว  แตอยางไรก็ตามการเกิดการกลายพันธุแบบการขาดหายไปของยีน (deletion mutation) 
นี้ (Howel let al., 2004)  ก็เปนหลักฐาน และเพยีงพอทีจ่ะแสดงความหลากหลายทางพันธุกรรมของ
ยีสต Sc. cerevisiae ที่แยกไดจากอาหารหมักและเครื่องดื่มแอลกอฮอลของไทย เชนเดียวกับทีไ่ดมี
รายงานการแยกความแตกตางของ Sc. cerevisiae ที่ใชเปนสายพันธุทีใ่ชกระบวนการหมักน้ําองุน 
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(Howell et al., 2004) และในอุตสาหกรรมไวนใน Uruguayan winery (Techera et al., 2001) และยัง
มีรายงานวาตําแหนงดังกลาวยังเปน 1 ใน 9 ตําแหนงบนโครโมโซมของยีสต Sc. cerevisiae ที่แสดง 
highly polymorphic loci จากการวิเคราะหทั้งหมด 41 ตําแหนง ซ่ึงเหมาะสมที่จะนํามาศึกษาความ
หลากหลายของยีสตสปชีสนี้อีกดวย (Legras et al., 2005) 
 
 ในการวิเคราะหความสัมพันธทางพันธุกรรมของยีสต Saccharomyces cerevisiae ที่ไดจาก
การปรากฏ และไมปรากฏแถบดีเอ็นเอจากการวิเคราะห microsatellite พบวา phylogenetic tree ที่
ไดสามารถจัดกลุมยีสต ทั้ง 26 ไอโซเลท ออกเปน 3 กลุม ซ่ึงไดแก กลุมที่ 1 ไดแกไอโซเลท S5 และ 
RW3 เปนไอโซเลทที่แยกไดจากสาโท กลุมที่ 2 ไดแกไอโซเลท S6 และ S7 และ กลุมที่ 3 ไดแกไอ
โซเลท CT1, CT3, CT4, CT5, CT6 และ CT8 ซ่ึงกลุมที่ 2 และ 3 เปนไอโซเลทที่แยกไดจากน้ําตาล
เมา ซ่ึงจะเห็นไดวานอกจาก 10 ไอโซเลทที่อยูใน 3 กลุมขางตนนี้แลวอีก 16 ไอโซเลทที่เหลือแสดง
ลายพิมพดีเอน็เอที่ตางกันออกไป พิจารณาจาก 16 ไอโซเลทที่เหลือไมไดจดัอยูในกลุมใด และ
กระจายตัว ไมจัดเปนกลุมตามแหลงที่มาของแตละไอโซเลท ที่เปนเชนนี้แสดงใหเห็นวาเนื่องจาก
แตละไอโซเลทมีความใกลชดิกันมาก นอกจากจะเปนสปชีสเดียวกันแลว ยังแยกมาจากอาหารหมกั 
และเครื่องดื่มแอลกอฮอลของไทยเหมือนกันอีกดวย ทําใหแตละไอโซเลทมีความใกลชิดกันมากไม
วาจะแยกมาจากแหลงใด จงึไมสามารถจัดกลุมตามแหลงที่มาไดอยางชัดเจน ซ่ึงสามารถพิจารณา
ไดจากคา bootstrap ที่มีคาต่ํามาก แตอยางไรก็ตาม จากการวิเคราะห microsatellite นี้พบวา
เครื่องหมายดีเอ็นเอนี้สามารถแสดงความแตกตางและแยกยีสตที่เปน closely related strain ไดเปน
อยางด ี
 
 ดีเอ็นเอในไมโตคอนเดรียนบัวาเปนอกีดีเอ็นเอเปาหมาย (DNA target) หนึ่งสําหรับการ
วิเคราะหความหลากหลายทางพันธุกรรม เนื่องจากดีเอ็นเอบริเวณดังกลาวมีอัตราการเปลี่ยนแปลง
ทางวิวัฒนาการอยางรวดเรว็ (Yamada et al., 2002) จากการศึกษารูปแบบการตัดดีเอ็นเอในไมโต
รคอนเดรีย โดยใชเอ็นไซม HinfI หรือ mtDNA-RFLP พบวาขั้นตอนการวิเคราะหรูปแบบการตัด
บนเจลอะกาโรส คอนขางไมชัดเจน จากการทดลองไดหาเปอรเซน็ตเจลที่เหมาะสมในการแยก
ขนาดดีเอ็นเอ พบวาที่ 1% agarose ใหผลที่ดีที่สุด พอทีจ่ะแยกความแตกตางและจัดกลุมของยีสตได 
และเชนเดียวกนักับการวิเคราะห microsatellite เทคนิคนี้ไมเหมาะสมสําหรับการวิเคราะหตัวอยาง
จํานวนมากๆ เนื่องจากยากตอการเปรียบเทยีบ และการจดักลุมของยีสต นอกจากนี้เทคนิค mtDNA-
RFLP จําเปนตองใชดีเอ็นเอความเขมขนสงูๆ เพื่อเปนดีเอ็นตนแบบในการตัดดวย HinfI ซ่ึงจะตอง
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ใชความเขมขนในระดับมิลลิกรัมตอไมโครลิตรขณะที่ในการวิเคราะหวิธีที่อาศัยเทคนิค PCR 
ตองการเพียงระดับนาโนกรมัตอไมโครลิตรเทานั้น 
 
4. การศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของยีสต Saccharomycopsis fibuligera โดยใชเทคนคิ 
ISSR 
 
 สําหรับการวิเคราะหยีสตสปชีส Saccharomycopsis fibuligera ซ่ึงเปนสปชีสที่มีการศึกษา
นอยกวาสปชสี S cerevisiae สวนมากจะเนนในเรื่องการศึกษายนีที่เกี่ยวของกับการยอยแปง เชน 
เอ็นไซม เบตากลูโคซิเดส เปนตน (Shen et al., 2008) จากผลการทดลองเกี่ยวกบัเทคนิค ISSR 
แสดงใหเห็นวา นอกจากไพรเมอรในกลุม UBC** (880/888/889) แลว SF10 สามารถแยกออกจาก
ลุมอื่นๆ โดยอาศัยไพรเมอร 811  นอกจากนี้ไพรเมอร 811  ยังเปนไพรเมอรที่ใหแถบไอเอสเอสอาร
ที่ชัดเจน และสามารถแยกไอโซเลทนี้ออกจากไอโซเลทอื่นๆ ไดอยางชัดเจน กลาวคือจะใหแถบดี
เอ็นเอเพยีง 1 แถบขนาด 700 คูเบส ซ่ึงงายตอการวเิคราะห สําหรับไอโซเลท SF7 ก็สามารถแยก
ออกจากกลุมอืน่ๆ ไดโดยอาศัยไพรเมอรชนิดใดชนิดหนึง่ในกลุม UBC**เชนเดียวกนั นอกจากนี ้
SF7 ยังสามารถแยกจากกลุมอื่นๆ ไดโดยการใชไพรเมอร UBC 890 อีกดวย 

 
พิจารณาจาก dendogram  ไอโซเลท Saccharomycopsis fibuligera ที่แยกจากอแุละสาโท 

ไดแก SF1 และ SF2 ตามลําดับ สามารถแยกออกจากกลุมอื่นไดอยางชัดเจน แตสําหรับไอโซเลท
อ่ืนๆ ที่แยกมาจากตวัอยางอื่นๆ ก็กระจายอยูในกลุมตางๆ ไมไดอยูแยกกนัตามแหลงตัวอยาง
เดียวกันไดอยางชัดเจนนัก ที่เปนเชนนีเ้นือ่งมาจาก Sm. fibuligera ที่แยกไดจากลูกแปง ขาวหมาก 
และ สาโท ในประเทศไทยมีความหลากหลายคอนขางสูง ยีสตสายพนัธุเดียวกนัอาจถูกนํามาใชใน
ผลิตภัณฑตางกัน และในผลิตภัณฑเดียวกันอาจใช Sm. fibuligera สายพันธุตางกันก็ได ผล
การศึกษาในครั้งนี้เปนรายงานแรกที่ศึกษาความหลากหลายของยีสตสปชีส Sm. fibuligera โดย
อาศัยวิธีทางชวีโมเลกุลในประเทศไทย ซ่ึงการทดลองนีส้ามารถแสดงใหเห็นวามีความหลากหลาย
ทางพันธุกรรมของ Sm. fibuligera ซ่ึงเปนการศึกษาในขั้นตน และเปนแนวทางเพือ่เปนประโยชน
ในการศึกษาตอไปซึ่งมีประโยชนทั้งในดานการปรับปรุงพันธุ พัฒนาผลิตภัณฑ อาหารหมัก และ
เครื่องดื่มแอลกอฮอลของไทยและตรวจตดิตามสายพันธทีดําเนินอยูในระหวางการหมัก ซ่ึงเปนวิธี
ที่รวดเร็วเนื่องจากใชหลักการของเทคนิคของ PCR 
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เครื่องหมายดีเอ็นเอตางๆ ขางตน สามารถนําไปประยุกตใชในอุตสาหกรรมการหมัก ทั้งใน
เร่ืองของการตรวจติดตามยีสตสายพันธุตางๆ ที่ถูกนํามาใชในกระบวนการหมัก และที่สําคัญ
สําหรับกระบวนการหมักทีม่ีการใชยีสตมากกวา 1 สายพันธุ และสามารถนํามาใชในขั้นตอนการ
เตรียมยีสตที่จะใชในกระบวนหมักในอุตสาหกรรม นอกจากนี้ยังสามารถคาดคะเนถึงผลของ
ลักษณะกลิ่นรสที่จะไดจากการหมักดวยยีสตที่ไดคัดเลือกไวแลวอีกดวย เนื่องจากยสีตแตละสาย
พันธุจะมีลักษณะการสรางกลิ่นรสที่แตกตางกันและมีปฏิสัมพันธกันเนื่องจากในกระบวนการ 
flavour producing metabolic pathway มีการใชสาร metabolite และ co-modification รวมกนั 
นอกจากนี้ความรวดเร็วการระบุสายพันธุของยีสตทําใหสามารถเขาใจ และแสดงถงึความสัมพันธ
ในการสรางกลิ่นรสระหวางกระบวนการหมักเอทานอลและรูปแบบของประชากร (population 
profile) ของสายพันธุยีสตในระหวางกระบวนการหมักไดอีกดวย (Howell et al., 2004) 

 
5. ความสามารถในการหมักแอลกอฮอลของ Saccharomyces cerevisiae และ การยอยแปงของยีสต 

Saccharomycopsis  fibuligera 
 
ผลการหมักแอลกอฮอลของยีสต Saccharomyces cerevisiae อาจจะใหเปอรเซ็นต

แอลกอฮอลมากกวานี้ ซ่ึงผลการทดลองสอดคลองกับการทดลองของ สมพรในป 2544 เนื่องจาก
เมื่อสังเกตจากภาชนะที่ใชหมัก พบวายังมฟีองผุดขึ้นมาจากน้ําหมัก ซ่ึงหากใหเวลามากกวานี้ระดบั 
% แอลกอฮอล นาจะมีแนวโนมสูงขึ้น แตเนื่องจากการทดลองนี้เปนเพยีงการทดลองเพือ่
เปรียบเทียบความสามารถในการหมักแอลกอฮอลเบื้องตนจึงไดหยดุปฎิกิริยาการหมักไวที่ 48 
ช่ัวโมง 

  
จากการทดลองความสามารถในการยอยแปงของยีสต Saccharomycopsis  fibuligera และ

ความสามารถในการผลิตแอลกอฮอลและการตกตะกอนของ Saccharomyces cerevisiae สามารถ
นํามาใชในการคัดเลือกไอโซเลทที่มีคุณสมบัติที่เหมาะสมเพื่อประโยชนในการปรับปรุงสายพันธุ
ยีสตที่มีคุณสมบัติที่ดีทั้ง 3 คุณสมบัติ ที่สามารถนํามาใชประโยชนในกระบวนการหมักที่ไมตองมี
การยอยแปงหรือไมตองผานกระบวนการ saccharifying process  เชนเดยีวกับงานวิจัยที่ผานมา ซ่ึง
ไดทําการทดลองปรับปรุงพันธุยีสตโดยวิธีโปรโตพลาสฟวช่ันระหวาง Sm. fibuligera และ Sc. 
cerevisiae ที่มีคุณสมบัติเดนในการยอยแปงและการผลิตเอทานอล ตามลําดับ ซ่ึงพบวาลูกผสม
สามารถผลิตเอทานอล 3.1%v/v ในอาหารที่เตรียมโดยใช soluble starch ที่เวลา 3 วัน นอกจากนี้ยัง
พบวา amylase activity ของลูกผสมที่ไดมีคาสูงกวาสายพันธุเดิมถึง 2.5 เทา ที่ระยะเวลาการทดลอง 
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2 วันอีกดวย (Choi et al., 1997) นอกจากนี้ยีนที่ควบคุมการผลิตเอนไซมตางๆ ของ Sm. fibuligera 
มักถูกนํามาโคลนเพื่อเชื่อมตอเขาสูสายพันธุ Sc. cerevisiae เชนการโคลนยีนเบตากลูโคซิเดส หรือ 
BGL1 gene จาก Sm. fibuligera และเชื่อมเขากับโครโมโซมยีสต Sc. cerevisiae สายพันธุที่ใชใน
ระดับอุตสาหกรรมตรงสวนของ rDNA เพื่อสรางลูกผสมที่มีคุณสมบัติของเอนไซมดังกลาว (Shen 
et al., 2008) 
 
 

สรุปและขอเสนอแนะ 
 

สรุป 
 
 จากการแยกยสีตจากตัวอยางลูกแปง ขาวหมาก และกระบวนการหมักสาโท และน้ําตาล
เมา สามารถแยกยีสตไดทั้งหมด 25 ไอโซเลท ยีสตจํานวนดังกลาวถูกนํามาระบสุปชีสโดยการ
ทดสอบความสามารถในการใชสารประกอบคารบอนดวยชุดทดสอบ API ID 32 C และการ
วิเคราะหลําดบัเบสบริเวณ D1/D2 domain ของ 26S rDNA พบวาผลการระบุสปชีสจาก 2 วิธีขางตน 
สามารถระบุสปชีส Saccharomyces cerevisiae ไดจํานวน 14 ไอโซเลท สําหรับ Saccharomycopsis 
fibuligera  ไมสามารถระบุสปชีสไดดวยชุดทดสอบนี้ แตสามารถระบุสปชีสโดยการวิเคราะห
ลําดับเบส ซ่ึงพบวายีสตจํานวน 5 ไอโซเลท ถูกระบุวาเปน Sm. fibuligera สวนที่เหลืออีก 6 ไอ
โซเลท ถูกระบุวาเปน C. tropicalis จํานวน 2 ไอโซเลท I. orientalis  จํานวน 1 ไอโซเลท P. 
caribbica / C. fermentati จํานวน 2 ไอโซเลท และ  P. farinosa จํานวน 1 ไอโซเลท ซ่ึงผลการ
เปรียบเทียบลําดับเบสกับฐานขอมูล GenBank พบวาลําดับเบสของไอโซเลทยีสตสวนใหญที่
เปรียบเทียบ แสดงคาเปอรเซ็นตความเหมือนกับลําดับเบสในฐานขอมูลอยูในชวง 98-99% 
homology และเมื่อนําลําดบัเบสที่ไดของทุกไอโซเลท มาวิเคราะหดวยโปรแกรม clustalX เพื่อ
เปรียบเทียบลําดับเบสที่ได กอนที่จะมาสราง Phylogenetic tree จากคาความแตกตางทางพันธุกรรม
ของแตละไอโซเลท พบวาแตละไอโซเลทที่เปน Sc. cerevisiae  แยกออกจากกลุมอื่นไดอยางชัดเจน 
เชนเดยีวกับไอโซเลทที่เปน Sm. fibuligera ก็แยกไดชัดเจนเชนเดียวกนั โดยมีคา bootstrab ไดจาก
การคํานวณโดยวิธี neighbor joining สนับสนุนผลที่ไดจากการวิเคราะหในครั้งนี ้
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 Saccharomyces cerevisiae ทั้ง 14 ไอโซเลท และ Saccharomycopsis  fibuligera 5 ไอ
โซเลท ถูกนํามาศึกษาความหลากหลายภายในสปชีส เปรียบเทยีบกับสายพันธุ Sc. cerevisiae 
จํานวน 12 สายพันธุ  และ Sm. fibuligera จํานวน 6 สายพันธุที่ไดจากแหลงเก็บรวบรวมจุลินทรยี 
Sc. cerevisiae และ Sm. fibuligera รวมทั้งหมดที่นํามาศึกษาจํานวน 37 ไอโซเลท ยีสตทั้งหมดถกู
นํามาวิเคราะหเพื่อการจัดกลุม โดยการวิเคราะห DHPLC ตรงตําแหนง D1/D2 domain ซ่ึงเปน
ตําแหนงเดยีวกันกับทีน่ํามาวิเคราะหลําดบัเบสเพื่อการระบุสปชีสของยีสตขางตน ซ่ึงลําดับเบส
บริเวณดังกลาวมีขนาดประมาณ 600 คูเบส จากผลการวเิคราะห DHPLC พบวาอุณหภูมิที่เหมาะสม
สําหรับการวิเคราะห DHPLC ของยีสต Sc. cerevisiae และ Sm. fibuligera มีคาเทากบั 59 และ 58.5 
องศาเซลเซียส ตามลําดับ และแสดง profile สําหรับกลุมยีสต Sc. cerevisiae  และ Sm. fibuligera ที่
แตกตางกันจํานวน 3 และ 4 รูปแบบ ตามลําดับ 
 
 จากการศึกษาความหลากหลายภายในสปชีส Saccharomyces cerevisiae จํานวน 26 ไอ
โซเลท โดยวิเคราะห Microsatellite and mtDNA-RFLP พบวาทั้ง 2 วิธีใหรูปแบบของแถบดีเอ็นเอที่
ตางกันของ Sc. cerevisiae  ถึง 19 รูปแบบ แสดงใหเห็นวาทั้งสองวิธีมีความเหมาะสมในการ
วิเคราะหความหลากหลายของยีสต Sc. cerevisiae เชนเดยีวกับการศึกษาความหลากหลายภายในส
ปชีส Saccharomycopsis fibuligera โดยใช ISSR โดยอาศัยไพรเมอร UBC จํานวน 8 ชนิด ผลที่ได
แสดงแถบดีเอน็เอจํานวน 80 แถบ ซึ่งมีขนาดประมาณ 300 ถึง 2000 คูเบส ซ่ึงสามารถแยก Sm. 
fibuligera ไดเปน 7 กลุมอยางชัดเจน 
 

ผลการศึกษาในครั้งนี้ สามารถนําไปประยุกตใชและเปนประโยชน ในดานการพัฒนา
กระบวนการหมักอาหาร และเครื่องดื่มแอลกอฮอล โดยเฉพาะอยางยิ่งในกระบวนการผลิตระดับ
อุตสาหกรรมซึ่งตองการผลการวิเคราะหภายในเวลาจํากดั เชน ในการระบุสปชีสของยีสตใน
ระหวางกระบวนการหมักเครื่องดื่มแอลกอฮอล เปนตน เนื่องจากโรงงานอุตสาหกรรมสวนใหญ
นิยมใชยีสตแหงสายพันธุทางการคามาเปนหวัเชื้อหรือ starter ในกระบวนการหมัก เพื่อหลีกเลี่ยง
การปญหาที่เกดิจาก wild yeast ซ่ึงเปนยีสตที่ทําใหเกดิกระบวนการหมักตามธรรมชาติ และเปน
ยีสตที่มีบทบาทในกระบวนการหมักแอลกอฮอล และเนื่องจากยีสตนี้มีจํานวนไมแนนอน การเจริญ
และการอยูรอดอาจขึ้นอยูกบัยีสตอ่ืน ๆ ทําใหกระบวนการหมักแตละครั้งมีความแตกตางกัน ไม
สามารถคาดคะเนคณุภาพของผลิตภัณฑสุดทายได  
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วิธีการระบุสปชีสโดยอาศัยการใชสารประกอบคารบอนและการวิเคราะหลําดับเบส
สามารถระบุสปชีสยีสตไดรวดเร็วกวาวิธีแบบดั้งเดิม (conventional method) นอกจากนี้ยังสามารถ
นํามาใชประโยชนในดานการควบคุมกระบวนการหมักในดานการตรวจสอบการปนเปอนของ
ยีสตสปชีสอ่ืนๆ ไดทันเวลา เนื่องจากยีสตหลายสปชีสที่อาจปนเปอนไดในระหวางกระบวนการ
หมัก ปญหาดังกลาวถาใชเทคนิคแบบดั้งเดิมก็จําเปนจะตองใชเวลานานในการวิเคราะห ซ่ึงไม
สามารถนําไปประยุกตใชไดในกระบวนการตรวจสอบระดับการผลิตในอุตสาหกรรม  นอกจากนี้
สําหรับการใชประโยชนจากการวิเคราะหยีสตระดับต่ํากวาสปชีส  ยังสามารถใชประโยชนเพื่อ
ยืนยันสายพันธุที่แยกไดระหวางกระบวนการหมักวายีสตนั้นยังคงเปนสายพันธุเดิมที่ใสในตอน
เร่ิมตนอยูหรือไม จากงานวิจัยไดทําการศึกษาจําแนกความแตกตางของยีสต Saccharomyces 
cerevisiae ซ่ึงเปนสปชีสที่มีบทบาทในกระบวนการหมักเครื่องดื่มแอลกอฮอลเกือบทุกชนิด เทคนิค
ทางโมเลกุลที่นําเสนอในงานวิจัยนี้สามารถบอกความแตกตางของยีสตภายในสปชีสเดียวกันได 
นอกจากนี้ยังเปนงานวิจัยช้ินแรกที่มีการประยุกต็ใชเทคนิคทางโมเลกุลมาใชแยกความแตกตางของ
ยีสตในสปชีส Saccharomycopsis fibuligera ที่ถูกพบในลูกแปงและกลาเชื้อแหงในกระบวนการ
หมักขาวหมาก สาโท ของไทยอีกดวย การจัดจําแนกระดับต่ํากวาสปชีสนี้ สามารถนํามาใช
ประโยชนในดานของการพัฒนาและปรับปรุงพันธุยีสต เนื่องจากในกระบวนการหมักยีสตสปชีส
เดียวกันอาจจะมีคุณสมบัติที่แตกตางกัน เชน ความสามารถในการหมัก การทนเอทานอล การทน
ตอแรงดันออสโมซิส และคุณสมบัติอ่ืนๆ ในการหมัก เปนตน 

 
ขอเสนอแนะ 

 
การวิเคราะหขอมูลลําดับเบสของดีเอ็นเอไรโบโซมบริเวณ D1/D2 domain ของ 26S large 

sub unit ใหผลเปนที่นาพอใจสําหรับจุดประสงคในการระบุสปชีสของยีสต เนื่องจากเปอรเซ็นต
ความเหมือนกบัลําดับเบสในฐานขอมูลของไอโซเลทยีสตสวนใหญจากการทดลองมีคามากกวา 98 
เปอรเซ็นต และเนื่องจากการทดลองนี้เปนการหาลําดับเบสเพียงบางสวน (partial sequence) จึงไม
เหมาะสมสําหรับการศึกษาระดับต่ํากวาสปชีส เนื่องจากจําเปนตองมีการศึกษาเพิ่มเตมิโดยนําลําดับ
เบสทั้งหมด (complete sequence) จึงจะสามารถบอกความแตกตางของยีสตในแตละไอโซเลทไดดี 
แตเนื่องจากขอจํากัดในเรื่องคาใชจายในการทําซ้ํา และคาใชจายในการหาลําดับเบสในหลายๆ 
ตําแหนง จึงแนะนําใหใชเทคนิคทางโมเลกุลอ่ืน ที่มีความเหมาะสมมากกวาเพื่อลดคาใชจาย  เชน 
เทคนิคการวิเคราะห mtDNA-RFLP, microsatellite และ ISSR ดังที่มีในรายงานผลการทดลองใน
งานวิจยันี ้
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 สําหรับการใชโปรแกรมตางๆ ใน Phylip package ซ่ึงเปนเครื่องมือชีวสารสนเทศที่ไดรับ
ความนิยมมาก ในการศึกษา Phylogenetic analysis เพื่อศึกษาการจดัจําแนกกลุม และศึกษาถึง
ความสัมพันธของสิ่งมีชีวิต เนื่องจากสามารถดาวนโหลดมาใชงานไดเต็มรูปแบบ โดยไมเสีย
คาใชจาย อีกทั้งยังมีการรวบรวมพารามิเตอร และ methods เอาไวอยางมากมาย สามารถรองรับการ
ปรับแตงคาพารามิเตอรตางๆ เพื่อใหเหมาะสมกับงานวิจยั และยังสามารถใชงานรวมกับโปรแกรม
อ่ืนๆ เชน ClustalX ที่ใชในการเปรียบเทียบลําดับเบส และ โปรแกรม TreeView32 ที่ใชในการ
แสดง phylogenetic tree ทําใหรองรับการศึกษาในดานการวิเคราะหความสัมพันธทางพันธุกรรม 
(Phylogenetic tree analysis) ไดทุกรูปแบบ สําหรับงานวิจยันี้ไดอธิบายขัน้ตอนการวิเคราะห โดยใช
วิธี  distance matrix method ทั้งกรณีวิเคราะห ลําดับเบส และ fragment คอนขางละเอียด ซ่ึงจะเปน
ประโยชนและประยุกตใชใหเหมาะสมได 
  
 การวิเคราะห microsatellite สามารถทําไดอยางรวดเร็ว และคาใชจายต่ํากวาเมื่อเทยีบกับ
เทคนิคอ่ืนๆ โดยเฉพาะอยางยิ่งเมื่อเทียบกบัเทคนิค mtDNA-RFLP ซ่ึงเหมาะสมที่จะถูกนํามาใชเพือ่
การตรวจสอบยีสต และสามารถนําไปใชประยุกตใชในการตรวจสอบเพื่อประโยชนในการตรวจ
ติดตามยีสต ระหวางกระบวนการหมักยีสตในระดับอุตสาหกรรม ทั้งที่เปนการหมกัในลักษณะของ
เชื้อเดี่ยว และเชื้อผสม  เชนในกระบวนการผลิตไวน และแนะนําใหใชในการใชงานในลักษณะ 
routine analysis เนื่องจากใหผลคอนขางรวดเร็ว และชัดเจนเมื่อวิเคราะหผลรวมกบัการวิเคราะห
ดวยเครื่องหาลําดับเบสอัตโนมัติ และใชการติดฉลากไพรเมอรดวยสีฟลูออเรสเซ็นต นอกจากนีผ้ล
ที่ไดจากการวิเคราะห ยังสามารถวิเคราะหซํ้าแลวใหผลเชนเดิมอีกดวย 

 
เครื่องหมายดีเอ็นเอ ISSR สามารถแยกความแตกตางของยีสตที่มีความสัมพันธใกลชิดกัน

ได โดยผลการวิเคราะหรูปแบบ ISSR แสดงลายพิมพดีเอ็นเอที่แตกตางกันหลายรูปแบบ อยางไรก็
ตามแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏอาจจะไมชัดเจนในการทดสอบสําหรับบางไพรเมอร และเทคนิค ISSR 
เปนเครื่องหมายดเีอ็นเอชนดิ dominant marker ซ่ึงไมสามารถที่จะแสดงถึงความแตกตางของ 
homozygous และ heterozygous ได และเพื่อเพิ่มประสทิธิภาพในการวิเคราะห โดยเทคนิคดังกลาว 
สามารถทําไดโดยการเพิ่มจํานวนไพรเมอรที่ใชในการทดสอบเพื่อยีนยนัการจัดจําแนก 
Saccharomycopsis fibuligera ใหมีความนาเชื่อถือมากขึ้น  
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การศึกษาเครื่องหมายดเีอ็นเอที่กลาวมาแลวทั้งหมด เปนการศึกษาในยสีตเฉพาะที่แยกจาก
อาหารหมักและเครื่องดื่มแอลกอฮอลของไทยเทานัน้ ซ่ึงผลการทดลองแสดงความหลากหลายใน
แตละไอโซเลทที่ไดทําการศกึษา แตอยางไรก็ตามผลที่ไดไมชัดเจนในการวิเคราะหการจัดกลุมของ
ยีสต ภายในสปชีสเดียวกนั เนื่องจากยสีตแตละสปชีสมีความใกลชดิทางพันธุกรรมสูง กรณีการ
วิเคราะหการจดักลุมของยีสต อาจจะตองมีการนํายีสตจากแหลงอื่นๆ จากอาหารอื่นๆ หรือประเทศ
ตางๆ ในโลกมาเปรียบเทียบ เพื่อศึกษาความสัมพันธทางพันธุกรรมเพิ่มเติม 
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ภาคผนวก ก 
 

วิธีการเตรียมสารเคมีที่ใชในการวิเคราะห 
 
1.  Dichloran Rose-Bengal Chloramphinicol Agar (DRBC) (อาหารสําเร็จรูป) 
  ละลาย DRBC 31.6 กรัม ในน้ํากลั่น 1 ลิตร ฆาเชื้อโดยการนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที 
 
2.  Malt Extract Agar (MEA) (อาหารสําเร็จรูป) 
 ละลาย MEA 61 กรัม ในน้ํากลั่น 1 ลิตร ฆาเชื้อโดยการนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส นาน 20 นาที 
 
3.  Yeast extract-Peptone-Dextrose medium (YPD) 

 Glucose    2% 
 Yeast extract    1% 
 Peptone    2% 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภมู ิ121 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที 
 
4.  Yeast extract-Malt extract (YM) 
  Yeast extract     0.3% 
  Malt extract   0.3% 
  Peptone    0.5% 
  Glucose    1% 
 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที 
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5.  API  C  Medium  ประกอบดวย 
  Ammonium  sulfate   5    กรัม   
   Monopotassium  phosphate 0.31   กรัม   
    Dipotassium  phosphate  0.45   กรัม   
    Disodium  phosphate  0.92   กรัม   
    Sodium  chloride  0.1   กรัม   
    Calcium  chloride  0.05   กรัม   
    Magnesium  sulfate  0.2   กรัม  
    L-Histidine   0.005   กรัม   
    L-Trypotophan   0.02   กรัม   
    L-Methionine   0.02   กรัม   
    Gelling  agent   0.5   กรัม  
    Vitamin  Solution  1   มิลลิลิตร  
    Trace  elements   10   มิลลิลิตร  
    ปรับปริมาตรดวย Demineralized  water เพื่อใหได 1000  มิลลิลิตร และปรับ pH 
สุดทายเทากับ  6.4-6.8  ที่ 20-25 องศาเซลเซียส   
 
6.  Lysis buffer 
  2M Tris-HCl    0.5  มิลลิลิตร 
  0.5MEDTA    0.2  มิลลิลิตร 
  2.5M NaCl    4  มิลลิลิตร 
  TritonX100    2  มิลลิลิตร 
  SDS (pH8)    1 มิลลิลิตร 
 ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่น เพื่อใหได 100  มิลลิลิตร และนึ่งฆาเชื้อทีอุ่ณหภูม ิ 121 องศา
เซลเซียส นาน 20 นาที 
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7.  TE buffer (10 mM Tris-HCl pH 8.0, 1 mM EDTA) 
 เตรียมโดยผสมสารตางๆ ในหลอดที่ผานการนึ่งฆาเชื้อแลว แลวปรับปริมาตรใหเปน 10 
มิลลิลิตร ซ่ึงสารผสมประกอบดวย 
  1 M Tris-HCl (pH 8.0)  0.1 มิลลิลิตร 
  0.5 M EDTA (pH 8.0)  0.02 มิลลิลิตร 
 
8.  1X TBE buffer  
 บัฟเฟอรที่เตรยีมไวในรูปทีม่ีความเขมขน 10 เทา (10X) เพื่อเตรียม 1X TBE buffer โดย
เติมน้ํากลั่น 900 มิลลิลิตร ลงใน 10X TBE buffer จํานวน 100 มิลลิลิตร 
 
 การเตรียม 10X TBE buffer (89 mM Tris-OH, 89 mM boric acid, 2.5 mM EDTA)  
  Tris base    108  กรัม 
  boric acid    55  กรัม  
  Na2EDTA    93  กรัม  
 ละลายในน้ํากลั่น 800 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรใหเปน 1,000 มิลลิลิตร  
 
 9.  สารละลาย A 
  0.5 M EDTA (pH 8.0)  10 มิลลิลิตร 
  Sorbitol    9.11 กรัม 
 ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่น เพื่อใหได 50มิลลิลิตร และนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูม ิ 121 องศา
เซลเซียส นาน 20 นาที 
 
10.  สารละลาย B 
  2MTris-HCl  1.25   มิลลิลิตร 
  0.5 M EDTA (pH 8.0) 2 มิลลิลิตร 
 ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่น เพื่อใหได 50 มิลลิลิตร และนึ่งฆาเชื้อทีอุ่ณหภูม ิ 121 องศา
เซลเซียส นาน 20 นาที 
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11.  Yeast extract-Peptone-Dextrose 18 medium (YPD18) 
  Glucose   18% 

 Yeast extract   1% 
 Peptone   2% 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที 
 
12.  Yeast-Malt extract-starch agar (YMS agar) 
  Soluble starch  10  กรัมตอลิตร 
  KCl   1.8   กรัมตอลิตร 
  Yeast extract  2.5  กรัมตอลิตร 
  Sodium acetate.3H2O 8.2  กรัมตอลิตร 
  ผงวุน   15.0  กรัมตอลิตร 
 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที 
 
13.  Lugol’s iodine 
  iodine   2 กรัม 
  Potassium iodide 2  กรัม 
 ละลายน้ํากลั่นปริมาตร 300 มิลลิลิตร เก็บไวในขวดสีชา 
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ภาคผนวก ข 
 
การหาความเขมขนและความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอ (ดัดแปลงจาก ศรีจรรยา, 2546; หทัยรัตน, 2550) 
 
 หลังจากสกัดดีเอ็นเอ จําเปนจะตองนําดีเอ็นเอที่สกัดไดมาหาการหาปริมาณความเขมขน
และความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอ เพื่อการคํานวณปริมาณดเีอ็นเอที่จะนําไปใชในการวิเคราะหในลําดบั
ตอไป สําหรบัความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอ ก็มีความสําคญัเชนเดียวกนั สําหรับเทคนคิที่ตองการดีเอ็น
เอที่มีความบรสุิทธิ์สูง เชน การวิเคราะหหาลําดับเบส เปนตน ซ่ึงการหาปริมาณและความบริสุทธิ์
ของดีเอ็นเอ โดยการวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง spectrophotometer มีขั้นตอนดังนี้ 
 
1.  ผสมสารละลายดีเอ็นเอที่ตองการหาความเขมขน 2 ไมโครลิตร กับ TE buffer 198ไมโครลิตร 
(dilution factor = 200) แลวใสลงใน cuvette จากนั้นนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น
แสง 260 และ 280 นาโนเมตร (nm) (A260 และ A280) โดยใช TE buffer เปน blank 
 
2.  คํานวณความเขมขนของดีเอ็นเอ (หนวยไมโครกรัม ตอมิลลิลิตร)   สามารถคํานวนไดจากคาการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นแสง 260 นาโนเมตร ดังนี้ 
 
 ความเขมขนของสารละลายดีเอ็นเอ = A260 x 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร x dilution factor 
หมายเหตุ: A260 มีคาเทากับ 1 เมื่อสารละลายดีเอ็นเอมีความเขมขนเปน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
 
3.  ความบริสุทธิ์ของสารละลายดีเอ็นเอ สามารถคํานวณไดจาก คาสัดสวนระหวาง A260 : A280 
สารละลายดีเอ็นเอที่บริสุทธ์ิควรมีคา A260 / A280 อยูในชวงระหวาง 1.65-1.85 ในกรณีที่ต่ํากวา 1.65 
แสดงวาดีเอ็นเอนั้นไมบริสุทธิ์ มีโปรตีนหรือฟนอลปนเปอนอยู และในกรณีที่มีคามากกวา 1.8ถ 
แสดงวามีอารเอ็นเอ (RNA) ปนเปอน 
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ภาคผนวก ค 
 

ตารางแสดงการปรากฏและไมปรากฏของแถบดีเอ็นเอเมือ่วิเคราะห ISSR 
 
ตารางผนวกที่ ค1  การปรากฏและไมปรากฏของแถบดีเอ็นเอเมื่อวิเคราะห ISSR ดวยไพรเมอร 
          UBC 811 
 
                                              ไอโซเลท 

NO. ขนาด (คูเบส) SF 
1 

SF
2 

SF
3 

SF
4 

SF
5 

SF
6 

SF 
7 

SF 
8 

SF 
9 

SF 
10 

SF 
11 

1 2200 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
2 1600 0 0 1 1 1 1 1 1 1 0 1 
3 1500 0 0 0 1 1 0 1 1 1 0 1 
4 1400 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
5 1200 0 0 0 1 1 0 1 1 1 0 1 
6 1000 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 
7 950 0 1 0 0 0 0 1 1 1 0 1 
8 820 1 1 0 1 1 0 1 1 1 0 1 
9 750 0 0 0 1 1 0 1 1 1 0 1 

10 700 1 0 0 1 1 0 1 1 1 1 1 
11 650 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
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ตารางผนวกที่ ค2  การปรากฏและไมปรากฏของแถบดีเอ็นเอเมื่อวิเคราะห ISSR ดวยไพรเมอร 
          UBC 818 
 

                                                ไอโซเลท 
NO. ขนาด (คูเบส) SF 

1 
SF
2 

SF
3 

SF
4 

SF
5 

SF
6 

SF 
7 

SF 
8 

SF 
9 

SF 
10 

SF 
11 

1 >2000 0 0 0 1 1 0 1 1 1 1 1 
2 2000 0 0 0 1 1 0 1 1 1 1 1 
3 1500 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 
4 1400 0 0 0 1 1 0 1 1 1 1 1 
5 1300 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 
6 1100 0 0 0 1 1 0 1 1 1 1 1 
7 950 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 
8 700 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
9 650 0 1 0 1 1 0 1 1 1 1 1 

10 500 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 

 
ตารางผนวกที่ ค3  การปรากฏและไมปรากฏของแถบดีเอ็นเอเมื่อวิเคราะห ISSR ดวยไพรเมอร 
          UBC 857 
 

                                            ไอโซเลท 
NO. ขนาด (คูเบส) SF 

1 
SF
2 

SF
3 

SF
4 

SF
5 

SF
6 

SF 
7 

SF 
8 

SF 
9 

SF 
10 

SF 
11 

1 1500 1 0 0 1 1 0 1 1 1 1 1 
2 1300 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 
3 1000 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
4 750 0 0 0 1 1 0 1 1 1 1 1 
5 450 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
6 400 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
7 320 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
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ตารางผนวกที่ ค4  การปรากฏและไมปรากฏของแถบดีเอ็นเอเมื่อวิเคราะห ISSR ดวยไพรเมอร 
            UBC 880 
 

                                           ไอโซเลท 
NO. ขนาด(คูเบส) SF 

1 
SF
2 

SF
3 

SF
4 

SF
5 

SF
6 

SF 
7 

SF 
8 

SF 
9 

SF 
10 

SF 
11 

1 1500 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
2 1400 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 1 
3 1200 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 
4 1030 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
5 900 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
6 800 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 
7 750 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 
8 700 1 0 0 1 1 0 0 1 1 1 1 
9 600 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

10 550 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
11 500 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 
12 400 1 0 0 1 1 0 1 1 1 0 1 
13 300 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
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ตารางผนวกที่ ค5  การปรากฏและไมปรากฏของแถบดีเอ็นเอเมื่อวิเคราะห ISSR ดวยไพรเมอร 
          UBC 888 
 

                                           ไอโซเลท 
NO. ขนาด (คูเบส) SF 

1 
SF
2 

SF
3 

SF
4 

SF
5 

SF
6 

SF 
7 

SF 
8 

SF 
9 

SF 
10 

SF 
11 

1 2000 0 0 0 1 1 0 1 1 1 0 1 
2 1750 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 
3 1500 0 1 0 1 1 0 1 1 1 1 1 
4 1250 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 
5 875 0 0 0 1 1 0 0 1 1 1 1 
6 750 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 
7 600 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 
8 520 1 0 0 1 1 0 0 1 1 0 1 
9 450 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

10 350 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 
11 320 1 0 0 1 1 0 1 1 1 0 1 
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ตารางผนวกที่ ค6  การปรากฏและไมปรากฏของแถบดีเอ็นเอเมื่อวิเคราะห ISSR ดวยไพรเมอร 
          UBC 889 
 

                                           ไอโซเลท 
NO. ขนาด (คูเบส) SF 

1 
SF
2 

SF
3 

SF
4 

SF
5 

SF
6 

SF 
7 

SF 
8 

SF 
9 

SF 
10 

SF 
11 

1 1500 0 1 0 1 1 0 1 1 1 0 1 
2 1450 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
3 800 0 0 0 1 1 0 0 1 1 1 1 
4 700 0 1 1 0 0 1 0 0 0 1 0 
5 550 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 
6 450 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 
7 420 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
8 350 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 
9 300 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 

 
ตารางผนวกที่ ค7  การปรากฏและไมปรากฏของแถบดีเอ็นเอเมื่อวิเคราะห ISSR ดวยไพรเมอร 
          UBC 890 
 

                                           ไอโซเลท 
NO. ขนาด (คูเบส) SF 

1 
SF
2 

SF
3 

SF
4 

SF
5 

SF
6 

SF 
7 

SF 
8 

SF 
9 

SF 
10 

SF 
11 

1 1100 1 0 0 1 1 0 0 1 1 1 1 
2 910 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 
3 820 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
4 700 0 0 0 1 1 0 1 1 1 1 1 
5 620 1 0 0 1 1 0 0 1 1 0 1 
6 500 0 0 0 1 1 0 1 1 1 1 1 
7 450 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 
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ตารางผนวกที่ ค8  การปรากฏและไมปรากฏของแถบดีเอ็นเอเมื่อวิเคราะห ISSR ดวยไพรเมอร 
          UBC 891 
 

                                           ไอโซเลท 
NO. ขนาด (คูเบส) SF 

1 
SF
2 

SF
3 

SF
4 

SF
5 

SF
6 

SF 
7 

SF 
8 

SF 
9 

SF 
10 

SF 
11 

1 >2000 0 0 0 1 1 0 1 1 1 1 1 
2 2000 1 0 0 1 1 0 0 0 0 1 0 
3 1450 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
4 1250 0 0 0 1 1 0 1 1 1 1 1 
5 1200 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 
6 1000 0 0 0 1 1 0 1 1 1 1 1 
7 700 0 1 0 1 1 0 1 1 1 1 1 
8 600 0 0 0 1 1 0 1 1 1 1 1 
9 550 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

10 480 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 
11 420 1 1 0 1 1 0 1 1 1 1 1 
12 300 1 0 0 1 1 0 1 1 1 1 1 
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