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บทคัดย6อ 
การศึกษาความหลากหลายและความสัมพันธ�ทางพันธุกรรมของยีสต�ทนแอลกอฮอล�ท่ีคัดแยกได>จากลูกแปAง

เหล>าในจังหวัดเชียงใหมC จํานวน 35 ไอโซเลท จาก 9 แหลCง โดยใช>เทคนิค polymerase chain reaction (PCR) ท่ี
บริเวณ internal transcribed spacer (ITS) 1-5.8S rDNA-ITS2 ของ ribosomal DNA ด>วยไพรเมอร� ITS1 และ 
ITS4 เมื่อนําไปวิเคราะห�ลําดับนิวคลีโอไทด�และเปรียบเทียบกับฐานข>อมูลเพ่ือจําแนกสายพันธุ� พบยีสต� 3 ชนิด คือ 
Saccharomyces cerevisiae, Pichia kudriavzevii และ Candida glabrata จํานวน 21, 11 และ 3 ไอโซเลท 
ตามลําดับ ซึ่งเมื่อนําลําดับนิวคลีโอไทด�มาสร>าง phylogenetic tree ด>วยวิธี neighbour-joining โดยใช>คCา 
bootstrap เทCากับ 2,000 จากโปรแกรม MEGA 7.0.18 สามารถจัดกลุCมของ S. cerevisiae และ P. kudriavzevii 
ได> 3 และ 2 กลุCม ตามลําดับ แตCไมCสามารถสร>างแผนภูมิความสัมพันธ�ทางพันธุกรรมของ C. glabrata แบบมีคCา 
bootstrap ได> และพบวCายีสต�จากลูกแปAงเหล>าของแตCละแหลCงผลิตท่ีอยูCตCางอําเภอมีความสัมพันธ�ทางพันธุกรรมท่ี
ใกล>ชิดกัน แตCมีตัวอยCาง C. glabrata จํานวน 3 ไอโซเลท จากอําเภอสันทรายท่ีมีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูง 

คําสําคัญ : ยีสต�ทนแอลกอฮอล�; ลูกแปAงเหล>า; ความสัมพันธ�ทางพันธุกรรม; ITS; เครื่องหมายดีเอ็นเอ 

Abstract 
The aim of this study was to analyze the diversity and genetic relationship of ethanol tolerant 

yeasts isolated from rice wine starters ( Loog- pang)  in Chiang Mai province, Thailand.  In total, 35 
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isolates from 9 samples of Loog-pang were identified by polymerase chain reaction (PCR) technique. 
The internal transcribed spacer 1 (ITS1) and ITS2 regions and the 5.8S ribosomal DNA (rDNA) region 
of the yeasts were amplified by using universal primers ITS1 and ITS4. According to the PCR product 
sequence, 21, 11, and 3 isolates were identified as Saccharomyces cerevisiae, Pichia kudriavzevii, 
and Candida glabrata, respectively.  A phylogenetic analysis using neighbour- joining method was 
conducted in MEGA 7.0.18 using 2,000 replication (bootstrap). The phylogram of S. cerevisiae and 
P. kudriavzevii strains were divided into 3 and 2 groups, respectively, but the C. glabrata phylogram 
with bootstrap could not be carried out.  Even though the results demonstrated that the yeasts 
from each sample of Loog- pang were genetically closely related but three isolates of C.  glabrata 
from same district (San-sai) showed a high genetic diversity.  

 

Keywords: ethanol tolerant yeast; rice wine starter; genetic relationship; ITS; DNA marker 
 
1. บทนํา 

การศึกษาสายพันธุ�ยีสต�ของแตCละท>องถ่ิน มี
ประโยชน�ในด>านการอนุรักษ�สายพันธุ�ดั้งเดิมและรักษา
คุณภาพสุ ร า  สํ าหรั บประ เทศ ท่ีมี ช่ื อ เ สี ย งด> าน
อุตสาหกรรมไวน�และเบียร� ได>มีการศึกษาด>านความ
หลากหลายและความสัมพันธ�ทางพันธุกรรมของยีสต�
ในแตCละท>องถ่ินโดยใช>เทคนิคทางอณูชีววิทยาอยCาง
แพรCหลาย เพ่ือคัดแยกยีสต�สายพันธุ�ท่ีมีสมบัติพิเศษ 
เน่ืองจากสายพันธุ�ยีสต�มีผลโดยตรงตCอคุณภาพไวน�ท่ี
ผลิต [1] 

ก า ร ใ ช> เ ท ค นิ ค  PCR รC ว ม กั บ  restriction 
fragment length polymorphism (PCR-RFLP) เปtน
เทคนิคอยCางงCายในการวิเคราะห�ตําแหนCงตCาง ๆ บน 
DNA เชCน delta sequence interspersed regions, 
chromosomal polymorphisms, mitochondrial 
DNA (mtDNA) , microsatellite เ พ่ือ ศึกษาและจัด
กลุCมสายพันธุ�ยีสต� S. cerevisiae ท่ีใช>ผลิตไวน� พบวCา
สามารถใช>วิเคราะห�ในการระบุสายพันธุ�ยีสต�ได> [2] 
แม>วCา PCR-RFLP จะเปtนท่ีนิยม แตCในกรณีท่ีต>องการ
ความแมCนยําสูงจําเปtนต>องอาศัยการวิเคราะห�จาก
ลําดับนิวคลีโอไทด�โดยตรง ซึ่งบริเวณท่ีนิยมนํามาใช>

อ>างอิง คือ บริเวณ ITS1-5.8S rDNA-ITS2 ของยีน 
ribosomal DNA ท่ีมีการเรียงตัวของยีนซ้ํ า ๆ กัน 
(tandem repeat) บน genomic DNA [3] ซึ่งแตCละ
สCวนของ rDNA จะมีอัตราความแปรผันท่ีแตกตCางกัน
โดยบริเวณท่ีเปtน coding region ของ rDNA ได>แกC 
18S, 5.8S และ 28S จะมีการอนุรักษ�ลําดับเบสไว>สูง
มาก ในขณะท่ีพบความผันแปรของ ITS region 
ระหวCางสปvชีส�คCอนข>างมาก แตCมีการอนุรักษ�ในกลุCม 
สปvชีส�เดียวกันสูง ดังน้ันจึงนิยมใช> ITS region ในการ
เปรียบเทียบลําดับเบสเพ่ือจัดจําแนกสิ่งมีชีวิตในกลุCม
ใกล>เคียงกันหรือ sibling species [4,5] 

สําหรับประเทศไทยน้ัน ยังไมCมีการศึกษาความ 
สัมพันธ�ทางพันธุกรรมของจุลินทรีย�ในลูกแปAงจาก
แหลCงตCาง ๆ ท้ังท่ีมีความเปtนไปได>สูงท่ีอาจมีการ
แลกเปลี่ยนสายพันธุ�จุลินทรีย�ระหวCางแหลCงใกล>เคียงท้ัง
ทางตรงและทางอ>อมในข้ันตอนการผลิตลูกแปAง จาก
การซื้อขายแลกเปลี่ยนสมุนไพรหรือเครื่องเทศระหวCาง
ชุมชน ซึ่งจุลินทรีย�ตCางสายพันธุ�จะปนเปwxอนมากับ
สมุนไพรน้ัน และอาจมาแทนท่ีจุลินทรีย�ดั้งเดิมท่ีมีอยูCใน
ท>องถ่ินน้ันได> ดั้งน้ันการศึกษาเก่ียวกับความสัมพันธ�
ทางพันธุกรรมของสายพันธุ�ยีสต�จึงมีประโยชน�ท่ีจะชCวย



วารสารวิทยาศาสตร!และเทคโนโลยี                                                            ป�ที ่26 ฉบบัที่ 3 พฤษภาคม - มิถุนายน 2561 

 480

ให>แตCละท>องถ่ินสามารถอนุรักษ�สายพันธุ�ดั้งเดิมและ
รักษาคุณภาพหัวเช้ือลูกแปAงไว>ได> ดังน้ันงานวิจัยน้ีจึง
สนใจท่ีจะศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของ
ยีสต�ทนแอลกอฮอล�ท่ีพบในลูกแปAงจากแหลCงตCาง ๆ 
ของจังหวัดเชียงใหมC เพ่ือเปtนข>อมูลเบ้ืองต>นสําหรับ
สายพันธุ�ของยีสต�ในลูกแปAงเหล>าของจังหวัดเชียงใหมC 
ซึ่งอาจเปtนประโยชน�ในการจัดการและอนุรักษ�หัว
เ ช้ือจุ ลิ นทรี ย� ท่ี มี ผล ถึงรสชาติและ คุณภาพของ
ผลิตภัณฑ�ในอนาคต 
 

2. อุปกรณ+และวิธีการ 

2.1 การคัดแยกยีสต+ทนแอลกอฮอล+จากลูก
แป3งเหล�า 

ลูกแปAงเหล>าท่ีใช>ในงานวิจัยน้ีมีท้ังสิ้น 15 
ตัวอยCาง จาก 11 อําเภอ ในจังหวัดเชียงใหมC (รูปท่ี 1) 
โดยนําตัวอยCางลูกแปAงเหล>าแตCละตัวอยCางบดให>
ละเอียดด>วยโกรCงท่ีผCานการฆCาเช้ือแล>ว นําผงลูกแปAง
เหล>า 1 g ไปละลายในนํ้ากลั่น 10 ml หลังจากน้ันนํา
สารละลายท่ีได>ไปเจือจางด>วยวิธี 10-fold serial 
dilution ท่ีระดับความเข>มข>น 10-1, 10-2 และ  10-3 
เทCา จากน้ันนําตัวอยCางจากแตCละความเข>มข>นปริมาตร 
100 µl มา spread ลงบนอาหาร YPD-ethanol agar 
[1 %  ( w/ v)  yeast extract, 2 %  ( w/ v)  bacto 
peptone, 2 %  ( w/ v)  glucose, ethanol 1 5 % 
(v/v)] แล>วนําไปบCมท่ีอุณหภูมิ 30 °C เปtนเวลา 7 วัน 
หลั ง จ าก น้ัน คัด เลื อก โค โล นี เ ดี่ ย วของยี สต� ทน
แอลกอฮอล�ท่ีสามารถทนแอลกอฮอล�ได>ในระดับ 15 % 
(v/v) ท่ีมีลักษณะสีและรูปรCางอยCางเดียวกันจากจาน
อาหารเลี้ยงเช้ือ ชนิดละ 3-6 โคโลนีจากแตCละตัวอยCาง
ลูกแปAง เพ่ือนําไปตรวจสอบสายพันธุ�และความสัมพันธ�
ทางพันธุกรรมตCอไป 

2. 2 ก า รส กั ด  genomic DNA แล ะ เ พ่ิ ม
ปริมาณ DNA ด�วยเทคนิค PCR 
 

 

 
 

รูปท่ี 1  แผนท่ีแสดงตําแหนCงทางภูมิศาสตร�ของ
ตัวอยCางลูกแปAงเหล>าจากแตCละอําเภอ (MA: 
อ.แมCอาย, F: อ.ฝาง, CD: อ.เชียงดาว, PH: 
อ.พร>าว, MT: อ.แมCแตง, SS: อ.สันทราย, 
DS: อ.ดอยสะเก็ด, MC: อ.แมCแจCม, SP: อ.
สันป�าตอง, HO: อ.ฮอด, OM: อ.อมก�อย) 

 
นํายีสต�ทนแอลกอฮอล�แตCละไอโซเลทมา 

streak บนอาหาร YPD agar และนําไปบCมท่ีอุณหภูมิ 
30 °C เปtนเวลา 24 ช่ัวโมง จากน้ันนําตัวอยCางเซลล�ไป
ส กั ด  genomic DNA โ ด ย ล ะ ล า ย เ ซ ล ล� ยี ส ต� ใ น 
isolation buffer [10 mM Tris- HCl pH 8. 0, 2 % 
(v/v)  Triton X-100, 1 mM EDTA, 100 mM NaCl, 
SDS 1 % (w/v)] ปริมาตร 200 µl เติม glass beads 
และ 200 µl phenol-chloroform (1 : 1) เขยCาอยCาง
แรงให>เซลล�แตกด>วย vortex เปtนเวลา 2 นาที นําไป
หมุนเหว่ียงท่ี 12,000 rpm เปtนเวลา 5 นาที หลังจาก
น้ันดูดสCวนใส 200 µl ใน micro tube หลอดใหมCแล>ว
เติม 10 µl 5 M NaCl และ 500 µl ethanol นําไปแชC
เย็นท่ี -20 °C หลังจากน้ันนํามาหมุนเหว่ียงเพ่ือให> 
DNA ตกตะกอนท่ี 12,000 rpm เปtนเวลา 15 นาที 
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ละลายตะกอน genomic DNA ท่ีได>ด>วย TE buffer 
50 µl เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20 °C 

สําหรับการเพ่ิมปริมาณ DNA โดยเทคนิค 
PCR ใช> universal primer ได>แกC ITS1 (5′-TCCGTAG 
GTGAACCTGCGG-3′) และ ITS4 (5′-TCCTCCGCTTA 
TTGATATGC-3′) [6] ด>วยเอนไซม� Taq polymerase 
(Vivantis, Malaysia)  ต าม วิ ธี ท่ี ร ะ บุ ใน คูC มื อ  โ ดย
กําหนดให> pre-denaruation ท่ีอุณหภูมิ 94 °C เปtน
เ วล า  2 นา ที  1 รอบ  ตามด> วย  denaturation ท่ี
อุณหภูมิ 94 °C เปtนเวลา 30 วินาที annealing ท่ี
อุณหภูมิ 52 °C เปtนเวลา 30 วินาที extension ท่ี
อุณหภูมิ  72 °C เปtน เวลา 30 วินาที  ซ้ํ า ข้ันตอน 
denaturation- annealing- extension ดั ง ก ลC า ว 
จํานวน 30 รอบ และ final extension ท่ีอุณหภูมิ 72 
°C เปtนเวลา 5 นาที และตรวจสอบช้ินสCวน DNA ด>วย
วิธี agarose gel electrophoresis 

2.3 การวิเคราะห+ลําดับนิวคลีโอไทด+เพ่ือระบุ
สายพันธุ+ของยีสต+ทนแอลกอฮอล+ 

โดย  purification ช้ินสC วน  DNA ท่ี เปtน
ผลผลิตจาก PCR ด>วย GeneJET PCR Purification 
Kit (Thermo Fisher Scientific, USA) ตามวิธีท่ีระบุ
ในคูCมือ หลังจากน้ันสCงช้ินสCวน DNA เพ่ือวิเคราะห�
ลําดับนิวคลีโอไทด� (1st BASE, Singapore) และนํา
ลําดับนิวคลีโอไทด�ท่ีได>มาเปรียบเทียบกับฐานข>อมูล
ด>วยโปรแกรม BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih 
.gov/Blast.cgi)  ระ บุสายพันธุ� ยีสต� โดย วิเคราะห�
เปรียบเทียบจากคCา max score, total score และ 
identity ท่ีได>อันดับสูงสุด หรือมีคCา max score สูงสุด 

2.4 การวิเคราะห+ความสัมพันธ+ทางพันธุ-
กรรมของยีสต+ทนแอลกอฮอล+ 

นําลําดับนิวคลีโอไทด�ของยีสต�แตCละไอโซ-
เ ล ท ม า เ ป รี ย บ เ ที ย บ ก า ร จั ด เ รี ย ง  ( multiple 
alignment) ด>วยโปรแกรม MUSCLE (http://www. 

ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle) และวิเคราะห�หา
ความสัมพันธ� เ ชิงวิ วัฒนาการด>วยวิธี neighbour-
joining โดยโปรแกรม MEGA 7.0.18 (http://www. 
megasoftware.net) โดยทําซ้ํา 2000 ครั้ ง (boot-
strap) 
 

3. ผลการทดลอง 
3.1 การคัดแยกยีสต+ทนแอลกอฮอล+จากลูก

แป3งเหล�า 
ลูกแปAง 15 ตัวอยCาง พบโคโลนีของยีสต�ทน

แอลกอฮอล�ท่ีสามารถเจริญบนอาหาร YPD-ethanol 
agar จํานวน 9 ตัวอยCาง จาก 6 อําเภอ ได>แกC แมCอาย 
พร>าว ดอยสะเก็ด สันทราย ฮอด และอมก�อย แตC 6 
ตัวอยCาง ไมCพบการเจริญของยีสต�ใด ๆ บนอาหาร 
YPD-ethanol agar สําหรับสัณฐานวิทยาของโคโลนี
ยีสต�ทนแอลกอฮอล�ท่ีคัดแยกมี 2 ลักษณะ คือ ชนิด
ขอบเรียบ ผิวนูนเรียบ สีขาว จํานวน 11 โคโลนี และ 
ชนิดขอบหยัก ผิวนูนไมCเรียบ สีขาว จํานวน 24 โคโลนี 
เมื่อสังเกตลักษณะเซลล�ภายใต>กล>องจุลทรรศน�พบวCา มี 
3 ลักษณะ คือ เซลล�ชนิดกลม ชนิดรี และชนิดสายรา 
(รูปท่ี 2) 

3.2 การระบุสายพันธุ+ของยีสต+ทนแอลกอฮอล+ 
การวิเคราะห�ลําดับนิวคลีโอไทด�บริเวณ 

ITS1-5.8S rDNA-ITS2 ของยี สต�ทนแอลกกอฮอล�
จํานวน 35 ไอโซเลท ด>วยโปรแกรม BLAST พบวCา 
ลําดับนิวคลีโอไทด�ของยีสต�ทนแอลกอฮอล�มีความ
ค ล> า ย ค ลึ ง กั บ  S.  cerevisiae, Pichia sp.  ( P. 

kudriavzevii) และ C. glabrata จํานวน 21, 11 และ 
3 ไอโซเลท ตามลําดับ โดยลําดับนิวคลีโอไทด�ของยีสต�
แตCละไอโซเลทมีความเหมือน (identity) กับลําดับ     
นิวคลีโอไทด�ในฐานข>อมูล 98-100% (ตารางท่ี 1) 

3.3 การวิเคราะห+ความสัมพันธ+ทางพันธุ-
กรรมของยีสต+ทนแอลกอฮอล+ 
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ตารางท่ี 1  ผลการระบุสายพันธุ�จากการวิเคราะห�ลําดับนิวคลีโอไทด�บริเวณ ITS1-5.8S DNA-ITS2 ของยีสต�ทน
แอลกอฮอล�จากลูกแปAงเหล>า 

 

Isolates Genus Species Strain Identity (%) 
MA-1 Saccharomyces cerevisiae ATCC9080 100 
MA-2 Saccharomyces cerevisiae ATCC9080 100 
MA-3 Saccharomyces cerevisiae YJM1592 100 
MA-4 Saccharomyces cerevisiae YJM1592 99 
MA-5 Pichia kudriavzevii DMic165169 100 

MA-6 Saccharomyces cerevisiae YJM1592 100 

PH-1 Pichia kudriavzevii B187B 98 
PH-2 Pichia kudriavzevii KDLYL17-1 100 
PH-3 Saccharomyces cerevisiae ATCC9080 100 
SS-1 Candida glabrata 11H4032 99 
SS-2 Candida glabrata M356B 99 
SS-3 Candida glabrata CNRMA7.1370 99 
DS-1 Pichia sp. AQGWD7 99 
DS-2 Pichia kudriavzevii - 99 
DS-3 Pichia sp. AQGWD7 99 

HO1-1 Saccharomyces cerevisiae P1 100 

HO1-2 Saccharomyces cerevisiae ATCC9080 100 

HO1-3 Saccharomyces cerevisiae P1 99 
HO1-4 Pichia kudriavzevii - 99 
HO1-5 Saccharomyces cerevisiae YJM1592 100 
HO1-6 Pichia kudriavzevii AUMC10288 99 
HO2-1 Pichia kudriavzevii DMic165169 100 
HO2-2 Pichia kudriavzevii - 100 
HO2-3 Pichia kudriavzevii - 99 
HO2-4 Saccharomyces cerevisiae P1 100 
HO2-5 Saccharomyces cerevisiae P1 100 
HO3-1 Saccharomyces cerevisiae YJM1592 100 
HO3-2 Saccharomyces cerevisiae P1 99 
HO3-3 Saccharomyces cerevisiae P1 99 
OM1-1 Saccharomyces cerevisiae P1 100 
OM1-2 Saccharomyces cerevisiae ATCC9080 100 
OM1-3 Saccharomyces cerevisiae P1 99 
OM2-1 Saccharomyces cerevisiae P1 100 

OM2-2 Saccharomyces cerevisiae ATCC9080 100 

OM2-3 Saccharomyces cerevisiae - 99 
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รูปท่ี 2  ลักษณะสัณฐานของเซลล�ยีสต�ทนแอลกอฮอล�ท่ีคัดแยกได>จากลูกแปAงเหล>าภายใต>กล>องจุลทรรศน� 
(กําลังขยาย 400 เทCา), A: ชนิดกลม (ไอโซเลท OM2-1), B: ชนิดรี (ไอโซเลท DS-2), C: ชนิดสายรา      
(ไอโซเลท HO2-1) 

 
เมื่อนําลําดับนิวคลีโอไทด�ของยีสต�ทน

แอลกอฮอล�มาวิเคราะห�ความหลากรูป (polymer-
phism) โดยmultiple sequence alignment ด> วย
โปรแกรม MUSCLE พบวCาระหวCางแตCละไอโซเลทของ
ยีสต� S. cerevisiae มีการอนุรักษ�ลําดับนิวคลีโอไทด�ท่ี
คCอนข>างสูง โดยพบ polymorphism เพียง 2 รูปแบบ 

ไ ด> แ กC  pyrimidine transition แ ล ะ  transversion 
เพียงอยCางละ 1 ตําแหนCง ในขณะท่ี P. kudriavzevii 
และ C.  glabrata พบตําแหนC งและรูปแบบของ 
polymorphism มากกวCา โดยเฉพาะ transversion ท่ี
พบถึง 5 และ 7 ตําแหนCง ตามลําดับ (ตารางท่ี 2)

 
ตารางท่ี 2  ความหลากรูป (polymorphism) ของยีสต�ทนแอลกอฮอล�แตCละสปvชีส� (ตัวเลขอารบิกในวงเล็บแสดง

จํานวนไอโซเลท) 
 

Types of mutation 
Organisms 

S. cerevisiae (21) P. kudriavzevii (11) C. glabrata (3) 
InDel 0 3 2 

Purine transition 0 2 2 
Pyrimidine transition 1 0 1 

Transversion 1 5 7 
 

เมื่อนําลําดับนิวคลีโอไทด�มาวิเคราะห�หา
ความสัมพันธ�เชิงวิวัฒนาการด>วยวิธี neighbor-joining 
โดยใช>โปรแกรม MEGA 7.0.18 เพ่ือสร>างเปtนแผนภูมิ
ความสัมพันธ�ทางพันธุกรรม สามารถจําแนกกลุCม
ตัวอยCางยีสต� S. cerevisiae ได>เปtน 3 กลุCม โดย group 

I พบวCามีการกระจายตัวท่ัวจังหวัดเชียงใหมCตั้งแตCเหนือ
สุดท่ีอําเภอแมCอายจนถึงใต>สุดท่ีอําเภออมก�อย แตC 
group II และ III พบเฉพาะในอําเภอทางตอนใต>ของ
จังหวัดเชียงใหมCคือ อําเภอฮอดและอําเภออมก�อย
เทCาน้ัน (รูปท่ี 3) 
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รูปท่ี 3  แผนภูมิความสัมพันธ�ทางพันธุกรรมและการกระจาย
ตัวของแหลCงลูกแปAงท่ีพบของยีสต� S. cerevisiae ท่ี
ทนแอลกอฮอล� (เลขอารบิกบนแผนภูมิแสดงคCาความ
เช่ือมั่นจากการทํา bootstrap จํานวน 2,000 ครั้ง), 
A: cladogram, B: phylogram, C: การกระจายตัว
ของแหลCงลูกแปAงท่ีพบยีสต� 

 
สํ าหรับยีสต�  P.  kudriavzevii สามารถ

จําแนกได>เปtน 2 กลุCม โดย group I มีการกระจายตัว
ใน 5 แหลCงผลิตจาก 3 อําเภอ ในจังหวัดเชียงใหมC 
เหนือสุดท่ีอําเภอพร>าวและใต>สดุท่ีอําเภอฮอด และยสีต� 
group II พบเพียง 2 แหลCงคือ อําเภอฮอดและอําเภอ
แมCอาย (รูปท่ี 4) 

สําหรับยีสต� C. glabrata พบได>น>อยสุด
เพียง 3 ไอโซเลท เทCาน้ัน จึงไมCสามารถสร>างแผนภูมิ
ความสัมพันธ�ทางพันธุกรรมแบบใช> bootstrap ได> 
(แผนภูมิไมCมีคCา bootstrap) นอกจากน้ีแหลCงผลิตท่ี
พบยีสต�ทนแอลกอฮอล�สปvชีส� น้ีมี เพียงแหลCงเดียว
เทCาน้ันคือ อําเภอสันทราย เทCาน้ัน (รูปท่ี 5) 
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รูปท่ี 4  แผนภูมิความสัมพันธ�ทางพันธุกรรมและการกระจาย
ตัวของแหลCงลูกแปAงท่ีพบของยีสต� P. kudriavzevii 
ท่ีทนแอลกอฮอล� (เลขอารบิกบนแผนภูมิแสดงคCา
ความเช่ือมั่นจากการทํา bootstrap จํานวน 2,000 
ค รั้ ง ) , A:  cladogram, B:  phylogram, C:  ก า ร
กระจายตัวของแหลCงลูกแปAงท่ีพบยีสต� 

 
เมื่อดูความสัมพันธ�ทางพันธุกรรมโดยรวม

ของยีสต�ทุกไอโซเลท สามารถจําแนกได> 3 กลุCม ตาม 
สปvชีส�ของยีสต�ทนแอลกอฮอลท้ัง 3 สปvชีส� โดย S. 

cerevisiae มีความสัมพันธ�ใกล>ชิดกับ C. glabrata 

มากกวCา P. kudriavzevii (รูปท่ี 6) 
 

4. วิจารณ+ผลการทดลอง 
การคัดแยกยีสต�ทนแอลกอฮอล�ท่ีสามารถเจริญ

ภายใต>เอทานอลท่ีความเข>มข>น 15 % (v/v) พบวCาลูก

แปAงเหล>าเพียงบางแหลCงเทCาน้ันท่ีมียีสต�เหลCาน้ี ซึ่ง
แสดงให>เห็นวCาลูกแปAงเหล>าของแตCละแหลCงมีจุลินทรีย�
หัวเช้ือท่ีมีสมบัติทนตCอแอลกอฮอล�แตกตCางกัน โดยท่ี
ความเข>มข>นเอทานอล 15 % (v/v) เปtนความเข>มข>นท่ี
ยีสต�สCวนมากจะไมCสามารถเจริญได> [7,8] และเปtน
ความเข>มข>นท่ีผู>ผลิตไวน�ใช>กําหนดยีสต� S. cerevisiae 
สายพันธุ�ทนแอลกอฮอล�ท่ีเหมาะสมในการผลิตไวน� [9] 
ซึ่งจากผลการตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทด�ของยีสต� 
ทนแอลกอฮอล�จากลูกแปAงเหล>าจากแหลCงตCาง ๆ พบท้ัง 
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รูปท่ี 5  แผนภูมิความสัมพันธ�ทางพันธุกรรมและการกระจาย
ตัวของแหลCงลูกแปAงท่ีพบของยีสต� C. glabrata ท่ี
ทนแอลกอฮอล�, A: cladogram, B: phylogram,  
C: การกระจายตัวของแหลCงลูกแปAงท่ีพบยีสต� 

 
ยีสต�  Saccharomyces และยีสต�  non-Saccharo-

myces คือ Pichia และ Candida ซึ่งผลการจําแนก
ชนิดยีสต�น้ีคล>ายคลึงกับชนิดของจุลินทรีย�ท่ีพบในลูก
แปAงเหล>าท่ีเรียกวCา Hamei ของรัฐมณีปุระ (Manipur) 
ประเทศอินเดีย โดย Hamei เปtนหัวเช้ือผสมแบบแห>ง
ท่ีป�xนเปtนแผCนแบน ๆ คล>ายลูกแปAงเหล>าของไทย และ
ยังใช>หมักข>าวเหนียวสุกให>เปtนสาโท (rice wine) ท่ี
เรียกวCา Atingba อีกด>วย ซึ่งจากการตรวจสอบด>วย
เทคนิค PCR-RFLP บริเวณ ITS1-5.8S DNA-ITS2 พบ

ยีสต�หลายชนิดในจีนัส Saccharomyces, Pichia และ 
Candida เชCนเดียวกัน [10] อยCางไรก็ตาม ในงานวิจัย
น้ีพบสปvชีส�ของยีสต�ในกลุCม non-Saccharomyces 
ในลูกแปAงเพียงจีนัสละ 1 สปvชีส� เทCาน้ัน ซึ่งเปtนสปvชีส�ท่ี
ไมCมีในรายงานวิจัยชนิดของจุลินทรีย�ใน Hamei ท้ังน้ี
อาจมีสาเหตุจากสCวนประกอบลูกแปAงท่ีแตกตCางกัน
และวิธีการคัดแยกยีสต�ท่ีไมCได>คัดเลือกเฉพาะยีสต�ทน
แอลกอฮอล�ดัง เชCนในงานวิจัย น้ี แตC ท้ังสปv ชีส�  C. 

glabrata และ P. kudriavzevii ท่ีพบในงานวิจัยน้ีตCาง
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ก็เปtนยีสต�ท่ีมีสมบัติทนตCอแอลกอฮอล�สูงและมีอยูC
ท่ัวไปตามธรรมชาติ สามารถพบรCวมกับ S. cerevisiae 

ในการหมักไวน� และบางสายพันธุ�มีศักยภาพสําหรับใช>
ในอุตสาหกรรม bioethanol อีกด>วย [11,12] 

สําหรับผลการวิเคราะห�ความสัมพันธ�ทาง
พันธุกรรมของยีสต�ทนแอลกอฮอล�น้ัน เปtนท่ีนCาสนใจวCา
ยีสต�กลุCม S. cerevisiae มีรูปแบบของความหลากรูปท่ี
คล> า ยคลึ ง กันมาก  (ต าร า ง ท่ี  2)  โ ดย เมื่ อดู ผ ล 
เปรียบเทียบกับแผนภูมิความสัมพันธ�ทางพันธุกรรม 
พ บ วC า  group I แ ล ะ  group II แ ต ก ตC า ง กั นจ าก 
transition สCวนตัวอยCาง HO3-3 (group III) แตกตCาง
จากตัวอยCางอ่ืนด>วย transversion แตCเมื่อแบCงเปtน 3 
กลุCม  และพิจารณาเปรียบเทียบกับลักษณะทาง

ภูมิศาสตร� พบวCา group I เปtน S. cerevisiae พบได>
ตั้งแตCตอนเหนือถึงตอนใต>ของจังหวัดเชียงใหมC ในขณะ
ท่ี group II และ group III มีความเปtนไปได>ท่ีจะเปtน
ยีสต�เฉพาะท>องถ่ิน เพราะพบในลูกแปAงของอําเภอฮอด
และอมก�อยเทCาน้ัน นอกจากน้ียีสต� P. kudriavzevii 

แม>วCาจะมีรูปแบบ polymorphism ท่ีหลากหลายกวCา 
แตCเมื่อจัดกลุCมได> 2 กลุCม ท่ีมีการกระจายตัวคล>ายกับ 
S. cerevisiae คือ อําเภอท่ีพบยีสต� S. cerevisiae ก็
มักพบ P. kudriavzevii ด>วย และนCาสังเกตวCายีสต� 2 
สปvชีส� ของแหลCงผลิตลูกแปAงในอําเภอฮอดและพร>าว
จัดอยูCในกลุCมเดียวกัน แสดงให>เห็นถึงความใกล>ชิดทาง
สายพันธุ�ของยีสต�จากแหลCงดังกลCาว แม>วCาแหลCงผลิต
คCอนข>างอยูCหCางไกลกันในทางภูมิศาสตร�ก็ตาม   สําหรับ 

 

 
 

รูปท่ี 6  แผนภูมิความสัมพันธ�ทางพันธุกรรมและการกระจายตัวของแหลCงลูกแปAงท่ีพบของยีสต�ท่ีทนแอลกอฮอล�ทุก
ไอโซเลท (เลขอารบิกบนแผนภูมิแสดงคCาความเช่ือมั่นจากการทํา bootstrap จํานวน 2,000 ครั้ง), A: 
cladogram, B: phylogram, C: การกระจายตัวของแหลCงลูกแปAงท่ีพบยีสต� 
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C. glabrata พบ 3 ตัวอยCาง จากเพียงแหลCงเดียว คือ
อําเภอสันทราย ซึ่งมีความเปtนไปได>วCาจะเปtนยีสต�
เฉพาะถ่ินเชCนเดียวกับ S. cerevisiae group III แตCมี
ความแตกตCาง คือ พบความหลากรูปของ C. glabrata 
สู งกวCา  S. cerevisiae โดยพบ mutation ของ C. 

glabrata 3 ตัวอยCาง ถึง 12 ตําแหนCง ในขณะท่ี S. 

cerevisiae 21 ตัวอยCาง พบการเกิด mutation เพียง 
2 ตําแหนCง เทCาน้ัน 
 

5. สรุป 
ยีสต�ทนแอลกอฮอล�ท่ีพบในลูกแปAงเหล>าใน

จั งห วัด เ ชียงใหมC  เปtนยีสต� ท่ีมีความใกล> ชิดทาง
พันธุกรรมท่ีมีการกระจายอยูCท่ัวไปในจังหวัดเชียงใหมC 
แตCมีบางไอโซเลทท่ีมีความเปtนไปได> ท่ี เปtนยีสต�
เฉพาะถ่ิน ซึ่งการกระจายของยีสต�ท่ีมีความใกล>ชิดทาง
พันธุกรรมในท>องถ่ินตCาง ๆ น้ี สันนิษฐานได>วCาเกิดจาก
การแลกเปลี่ยนวัตถุดิบในการทําลูกแปAงเหล>ากัน
ระหวCางท>องถ่ิน ทําให>ยีสต�ทนแอลกอฮอล�สายพันธุ�
เดียวกันแพรCหลายไปในหลายแหลCงผลิต เพราะมี
รายงานวิจัยของ Jeyaram และคณะ [13] ท่ีศึกษา
ความสัมพันธ�ระหวCางภูมิประเทศกับสายพันธุ�ยีสต� S. 

cerevisiae ในลูกแปAงเหล>าของภาคตะวันออกเฉียง-
เหนือของอินเดีย โดยตรวจสอบ DNA fingerprinting 
ของ mtDNA ด>วยเทคนิค PCR-RFLP จาก phylo-
genetic tree ทําให>ทราบวCาสายพันธุ�ยีสต�ของรัฐมณี-
ปุระ (Maneepura) และรัฐสิกขิม (Sikkim) แยกเปtน 2 
กลุCม ชัดเจน ซึ่งสอดคล>องกับลักษณะทางภูมิศาสตร�
ของ  2 รั ฐ  ท่ีมี แมC นํ้ าพรหมบุตร (Brahmaputra) 
ค่ันกลาง ทําให>การแลกเปลี่ยนสิ่งของและผู>คนระหวCาง
รัฐเกิดได>น>อย สายพันธุ�เฉพาะถ่ินของแตCละรัฐจึงถูก
อนุรักษ� ไว> ได>  ดั ง น้ันในการอนุรักษ�ยีสต�สายพันธุ�
เฉพาะถ่ินหรือยีสต�สายพันธุ�ท่ีมีลักษณะพิเศษจึงควร
พิจารณาความสัมพันธ�ทางภูมิศาสตร�รCวมด>วย 

6. กิตติกรรมประกาศ 
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