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Up� CPROW�� LUNNHLRHK� pOUQ� KPppHOHVR� JOHJ�� PV� hUWRSHOV� DSJPNJVK� �hUVfmSNJA� DOJVfA� [JmSUVThPT
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QPLOU�JRHNNPRH� JVJNM�P� � sOUQ� QUO�SUNUfPLJN� KJRJA� OHLUOKHK� NHJp� �SJ�HA� �HRPUNH�� ePVf� JVK� NHJp�
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����������	
����	
�
��������������������������������  �����!���"�
#�$%��������                       
��� &%����#&%������'�� �������&(!!����  �����)����*�$������ ���� #%+��������!����,��%���
�-�
�

����	
�)� ����-%��
��$�.����%��#%+�.�-�� ���
�)� �����/ &0�-�1����
�

����	
�)� ����
"���'�������%��&�+��&(�-�$���%�������� -/�2$�
�$ �����-����&�+ �32��!+&%.� 
������4"�
������ ����2��2$�&%.� 
��������� (Chomchalow, 1984)  ��'���2$�4���%�����D%2�� -%����) ��
������&%.����
���#%+&�%	��)�����#��  �����!��D%'��#�����2$��.�����  �����)��������� *��
���%��*��4��-%��
��$!1�����-����
����	
�)� ����%$!�����%��������$ �/����+�+2�����&E���D���
��  ����� -'�-�1���/��� ��
�'�*��
����	
�)� ����2�� &0�������������#
��-%��*��D.����4"� ��!�''	 
#%+�F+ (2529) �����������
�)����*����� "�-�$�-�������&%.����4�
����	��$�����#%+
����	
�%������������&%.����4�
����	-��-�$�-������� #'����4�
����	-��-�$�-������F"�
$� &0�
���'������*��'%�$������� ����-���������%�����4�
����	��$�����#%+
����	�%���-� -%������%� 

�

����	
�)� ����-%��
��$ #�����2����3���"�
�� 
�� 3��,��! #'���!��%���F+���&�+������
�������
� &0�#-%��
�������������&���&���
����	-����
�&�+4�
�	������'2$� $����)����
���������-%��-%��*��
�
��������!1������������� &0���������� !��&(�-�$���%����F+
���
��������
�'�!1����������-������$�� ��������!����� �/�������
����	#%+����������	
����	

�
��������"���'�   "���'�4�������������	
��������
�
��� �����!��
�+��
$���� �� $/!
�+ �

��'���
��$�I ���������
������ '�)�#'�&E 
.3. 2545  &0�'���� #%+����/ &0�������%-�1�������.���
4������$���%��� ���!����� �/�#%+����������	#%�� ���31���
��������
�
��� �/�������
��� &0������������������������   

���31���
��������
�
#%+���!��#���%���
�
 ���������2$�-%������  
�� 
���31���4$���3������#'�'���*����F,����������&���K �����2��/'�����31���%���F+
$���%�����*��!����$-%��&�+��� 4$� L
�+������������
�
 -%����)���%���F+��%� ����������!��#��
-���#������#'�'������2$���� Dehesdtani #%+�F+ (2007) ���������
�
'�+�.%���
&�+���$��� 6 ���%�-�� W1������4%�����.�$������-%��
��$ ������������
����	��� &0������ �������

1 



 2 

��.�  &0�D%����-� ��$����W��W��� #%+������������!��#��-��$-�.� �+�����������
������
!��#��
�
���%�������.� &0�!�������� Swingle (1943) #���
�
���%������2$� 16 
��$ ��*F+��� 
Tanaka (1977) #���������2$��1� 162 
��$ �����2��/'�������������
�
���% Citrus &�+���$���
��� 
��� 4 
��$ ���W�'��� (Citrus medica L.) #��$���� (C. reticulata Blanco) #%+���4�        
[C. grandis (L.) Osb., C. maxima (Burm.) Merr.] #%+ C. halimii Stone (Barrett and Rhodes, 
1976) ��� -���!�� 4 
��$��) !+ &0����%.�D����� ��$��!�����D��*������ ��*�������)� 4 
��$ 
!������W��W��������!��#��
�
���%���$�����2$��%�����#%�� ������ ��������$���4� %��% *��
��
���!+����-����31����������
���	$���%���������
�$ !� #%+��&�+�����"�
�������*1)�  �����
���	 �
�$�#%+2�4��#W� �%2%�	 &0�-�1����-%�� �����������������2$���$ �/� 2��W��W��� ��
���� -��+�����!+������
�31�������-%��-%��2$����
��������2$��������&�+�����"�
���
����*1)�  
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������	
 

 

1. ������	���� ���
����	
��	������

������� 
���% (2535) ���������������� ��$*��
�
�����%���-%��
��$��.���#�� � 
��

'+���'� L����'�  #��'���'�*��&�+ �3!��-���-�.� ��+��%��. 4$� 
���������&�+ �32�� &0�
#-%����� ��$*��
�
'�+�.%���#-��-�1��$��� 
����� !��������*�� Chomchalow (1984) ������
�������������'�)�#'����#��g ��&�+ �32��W1�� &0�
����	&h�2$�#�� ���4�D� (Citrus macroptera 

Montrouz.) #%+�+���� (C. ichangensis) ���!����)���
���� ���&%.����2$�#
����+!��2&���
&�+ �3'���g�� *'����#%+ *'�1������ W1��������
�)�#%+�"�
����3��� -��+�� 
�)�������&%.�
���*��4%���.������� �F ���������� 37 ��3��'� �1� 44 ��3� -��� (Nicolosi et al, 2000) 

���!�$��.�����3	 Rutaceae ���% Citrus ����)�-�$ 7 ��3	���� ��3	���������������� 
Aurantioideae ����3	������)#���2$���)�-�$ 33 ���% #%+��������� 215 
��$ (Mukhopadhyay, 
2004; Davies and Albrigo, 1994) Nicolosi (2007) �����������3	���� Aurantioideae &�+���$��� 
33 ���% 203 
��$ #������ &0� 2  D�� (tribes) 2$�#��  D�� Clauseneae &�+���2&$��� 5 ���% #%+
 D�� Citreae &�+���$��� 28 ���% 2$�#�� ���% Citrus #%+���%��%� ���� ��'������� 
�� Fortunella, 
Poncitrus, Eremocitrus, Microcitrus #%+ Clymenia  &0�'�� (�.&��� 1) �����2��/'�����!�$!��#��

�
���%��� 
��� #��� D��  D������ ���% #%+
��$ "���� ��3	���� Aurantioideae �����*��*�$#��� ��)���)
 &0� 
��+���-%��
��$D��*��������)�"�����#%+�����% $�������� &0��+�+ �%�����3'����  
Nicolosi (2007) ���������������#�����������% Citrus W1������.�$������ 2 ���%���� 2$�#�� 
Eucitrus #%+ Papeda ���!�����2$������
�$ !�4$��
�%���F+�����F,������� #%+
���	&�+������ ���*�� $�� �� #%+D%  ���%���� Eucitrus  $��#%+ ���'�� ������%���-�� ��
������#%+&E��� (winged petioles)  %/� 2���1� 3 �� 4 *��#D���� #%+D%���&�+����$2$� '��
*������������%���� Papeda  ��������%������)��������#%+&E����-��  D%���&�+����$2��2$�
 
��+����*�#%+���)�������.�������)��-������ Spiegel-Roy #%+Goldschmidt (1996) ���������
�1��������
���	"���� #%+�+-����
�
���%������
��$������%��%� ���� (�.&��� 2) ��'������� 
�� 
 &0�2&2$���� ��rr��� ��$!������%��
����	*�����4� -�����! ��$!�����D������+-����    
��������� ��W	 (C. sinensis)  #%+ ���4� (C. grandis)  &0�'�� 
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Tribe      Subtribe  Genus           Species 

  Micromelinae  Micromelum  9 
   Glycosmis  35 

Clauseneae Clauseninae  Clausena  23 
     Murraya  11 
  Merrillinae  Merraya  1 
     Wenzelia  9 
     Monathocitrus  1 
     Oxanthera  4 
     Merope   1 
  Triphasiinae  Triphasia  3 
     Pamburus  1 
     Luvunga  12 
     Paramignya  15 
 
     Severinia  6 
     Pleiospermium  5 
        Group A Burkillanthus  1 
     Linunocitrus  1 
     Hesperethusa  1 
      

Citropsis  11 
Citreae  Citrina      Group B Atalantia  11 
 
     Fortunella  4 
     Eremocitrus  1 
       Group C Poncitrus  1 
     Clymenia  1 
     Microcitrus  6 
     Citrus   16  

 

     Swinglea  1 
     Aegle   1 
     Afraegle  4 
  Balsamocitrinae  Aeglopsis  2 
     Balsamocitrus  1 
     Feronia   1 
     Feroniella  3 
     

 

2 Tribes 6 Subtribes  33 Genera    203 Species 

 

�2��� 1 ��3	���� Aurantioideae 

                                                  ����� : Nicolosi (2007) 
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�2��� 2 �������
���	"���� #%+�+-����
�
���%������
��$������%��%� ���� 
   ����� : Spiegel-Roy #%+ Goldschmidt (1996) 
 

2. �3�45�2
���	�3�678 
#��������� $��*��
�
'�+�.%���!+��.��� � 
����� ��	 #'�2$���������2&&%.�

#
��-%����-%���������� &0� �%���� !��%�� &0�
�
������*������������)�g 2& ���-�����
&�+ �32�������&%.�
�
'�+�.%���-%��
��$ ������&%.� &0������� 2$�#�� ��� *���-��� 
(mandarin orange) ���4� (pummelo) ��� �%�)�� (sweet orange) �+��� (common lime) #%+���!�� 
(neck orange) �����!�$#����%���*�����'��-%�����
�
��� 4$���3��������������� 3��,��! 
#������ &0� 4  �%����-�� (���%, 2535) ��� 

1. �%����� ��W	 (orange)  &0��%����-�������������������� 3��,��!��������$��
4%� ��������� ��$�����& � 
�� �����3'+������ L��� -���*����� $�����#���� �'2&!��1�!��
#%+
��� ������%�����)���
���&�+ �32����-%��
����	$������  
�� ���'�� ��� �%�)�� ������  &0�
'�� ���%����� ��W	��)!+#������ &0� 

1.1 ������ ��W	 (sweet orange) ��
��������3��'�	��� C. sinensis Osbeck      
%��'����*��$&���%��������4'2$��1� 12  �'� ����*��$&���%�������#�� $������*�� ������
.
 ���'��D.� 20-25 ��� ���2*��� 10-14 
��� �.&����D%!+ &0�#�� spheroid D%�������2&!��1���#$�    
%��'�� -����� %�)������*�� (Doijode, 2001)  Natividade #%+�F+ (2000) ��������� ������%��� 

C. aurantium 

C. reticulata 

Fortunella 

Eremocitrus Microcitrus 

C. sinensis C. paradisi C. grandis 

C. medica C. limon C. aurantifolia 

Poncitrus 

Close affinity 

Moderate affinity 

Loose affinity 

Intergroup affinity 
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Sweet orange  ���������!�$�%���'��%���F+�����F,�������  
�� �.&����  *��$   ��D%  !�����
 �%/$'��D% u$.��%��������$�� ������!��#��������%�����)2$� 4 �%��� 2$�#�� Common orange, 
Acidless, Blood #%+ Navel orange  

1.2 W���� ��W	 (sour orange) ��������� ��$�� � 
��'+������ L����'� �� &0�
#�� ovate ��*��$&���%��#%+���������� $����*��*��$�-�� ������
. ���'��D.� 20-25 ���  ���2*�
�� 10-12 
���  &%���D%-��#%+*��*�+ W���� ��W	�
� &0�'��'��-���������� ��W	  %��� #%+
 ��rr��' (Doijode, 2001)  ���% (2535) �%������ W���� ��W	 #%+������ ��W	��%���F+���
��F,�����������%����%1������� #'�'������ %/����������*��W���� ��W	!+���� *������   ��������
��� #%+������������ %���F+D%#��#%+�� *������ �� &%���-������������ ��W	 %���F+%��'���.�
�-��#%+��-������ ��������'���"�
����3��� �/�!�$-�������2$�$��������
����	���� 

2. �%���#��$���� (mandarin) ������%�����)��������������� 3��,��!�� *'���� 
��%���F+D%��%� ��������%����� ��W	 ����%���#��$������������� ��$��.����'+������ L��� -���
*��&�+ �3��� $�� ���#���������� ���
����	��������� ��$��.�������4$!�� %��'����*��$ %/�2&
!��1�*��$�%����-��� %/����� ����*��$ %/�#%+��������#�� $������*��*��$ %/� ����
.
 ���'��D.��� 20 ��� ���2*��� 10-15 
��� �.&����D% &0�#�� oblate D%����������#$�  *��� -��� -%���  
 &%������  �%/$��*��$ %/� %��'�� -����� %�)������ *��� (Doijode, 2001) ������%�����)���
���
&�+ �32����-%��
����	 
�� ���!�� ��� *���-��� ���4
��� ���#���  &0�'�� (���%, 2535) 

3. �%������4� #%+ ��rr��� (pummelo and grapefruit) ���4���
��������3��'�	��� 
C. grandis (L.) Osbeck (Nicolosi et al, 2000) -��� C. maxima (Burm.) Merr. (Corazza-Nunes et 
al, 2001) ��!�''	 (2544) ��������� #�����
���
��$*�����4���)� 2 ��� ��� grandis #%+ maxima 
#'�'������ #'��-�����-����%���������#&%����-��4' L+��)�
��������3��'�	*�����4�             
C. grandis #%+ C. maxima !1�-����1���������*��$�-��-������D%4'  ���� ��rr�����
���
�����3��'�	��� C. paradise Macfad. ��)����
��$��)��%���F+���
u��3��'�	����%����%1���� 
4$� L
�+%��'��#%+���
��� �.&����D% &0�#�� oblate #'�'������������4���%��'���-��#%+
#*/�#��   #'� ��rr��������
��� %/��������4�  Gmitter (1995)  ����4$�  ��!�''	 (2544) ���������
����#'�'������ -/�2$�
�$�+-���� ��rr���#%+���4����  ��rr�����'������'�� �%/$������� 1 
'�� (polyembryony) ��*F+������4���'������'�� 1  �%/$  
���'�� $��� ���4� &0�2��D% *'���� 
������,�������������� ��$��.������ �F����������%���2&!��1������������ $��$���'+������ 
'����2$���D.�������4�!��#-%����� ��$2&&%.����������g ����-��������+!��
����	*�����4�2&���
��� �F��%� ����  
�� &�+ �3���4$�� W�� rx%�&&x��	 !��'���'� ���&�h� I%I #%+��� �F���-���2�%
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���2&  
��  � 
���%�� ��4�&'���'� -�.� ��+��� $��'+���'� #%+� ����� -��� (��!�''	, 2544) 
���!����)����������!#-%��
��������*�����4������ �F��������� &0�������� ��$��� "���'�*��
&�+ �32��#%+"�� -���*��&�+ �3�� % W�� 
������� �F"���'�*��&�+ �32���������+!��

����	*�����4��.���� #%+ 
������ &0�3.��	�%��������� ��$*�����4�  (Akihama et al. ,1985 ����
4$� ��!�''	, 2544) ���4���D%*��$�-�������$�����% Citrus (Moore, 2001)  ���-���
����	���4����

���"���'�*��2�� 2$�#�� 
����	-��-�$�-�� 
����	��$����� #%+
����	�%��  &0�'�� 

4. �%������D%���� &��)�� ���%�����)!+&�+���$��� W�'��� (Citron)  %��� 
(Lemon) #%+2%�	 (Lime) 
��$���
���&�+ �32��!+ &0��%���*��2%�	-����+��� ��������� ��$��.�
���'+������ L��� -���*��&�+ �3��� $�� 
��� #%+2�� '%�$!��1�&�+ �3�� % W�� (���%, 
2535)  

4.1 W�'��� ��
��������3��'�	��� C. medica L.  &0�
����	���#'�'���!�����
����	
����g ��)�%���F+%��'��#%+D% ��������)� '�� %/� ��-������  &%��� &0��� �� %���F+ ��)�2�� &0�2��
 ��)����� #%+2�������'���"�
����3 �/�!�$ ����*��$�-���.&#�� *����-��� ��������)� 2��
����� D%��*��$�-�� ���D%�����#�� oblong �%����+%+������*������  ���'�� ���!+'�$��D%
��.�!�D%#�� D��D%�� -%���  &%���D%
�)����-�����#%+ 
����'�$�������*��D���
.���2*�#���!�
2��������#�����2$� ����)��-�����!��������� �� &��)��!�$#%+ �%/$���  

4.2  %��� ��
��������3��'�	��� C. limon (L.) Burm.f. ��&�+ �32�� �������
�+���y���� %���F+����2&*�� %��� ��%��'��#*/�#�� ���
���*��$�-�� -��� ������)� ���� *���
������ -%��� &0�#�� lanceolate ����������� %���F+D%���� *����� -%��� D%��� ���� %���F+
&�+!��
����	��� $��
�$��� ����&%��D%�.��.�*1)�  ������� ��� &xz%-��� apical mamilla (���%, 2535)                

4.3 2%�	 -����+��� ��
��������3��'�	��� C. aurantifolia (Christm.) Swing 
�+��� &0�2�����'��*��$ %/� %��'����%���F+ &0����
��� #D�����������*�������g '������*���
2�� &0��+ ���� ������-%��&E �����.�*��%��'��*1)���.����
��$*��
����	���&%.� (3�"��!, 2540) %��'��
��-����� ����*��$ %/� �.&������ &0�#�� ovate $������*��*��$ %/� ������
. ���'��D.� 20-25 
��� ���2*��� 9-12 
��� D%��*��$ %/��.&����D% &0�#�� prolate D%���� -%���-��� *��� #%+
&�+���$���'����)����� &0�!�������� (Doijode, 2001) 
����	�+������&%.���&�+ �32�� ��
-%��
����	2$�#�� �+���-��� �+���2*� �+�������  &0�'�� 
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3. �	
9���3�45��35:	����;	9��	
��	����3�678��� 

�������	 (2545) ��������������*�����31��� ������-���-��� marker �/ 
������
�)
����#'�'���-%��-%�����
��������*��������
���'��)����&����F#%+��F"�
 ��! &0����
!��#������#'�'������+-����#%+"�����&E
��	�+-����#%+"����&�+
���-���#'�%+'��     
����������#'�'���*��������
���'�
����� &���� �������%���F+"����������F,�������  
�� 
%���F+�� $�� ���� ��$�� �.&���� #%+*��$*��D%  &0�'�� ������)�
��������� #%+������
�
2$�D%$�����F�*�����
����	���#'�'������  W1��%���F+���'��!�����)
�������#&�D��2&'��
�"�
#�$%������ &%����#&%�2& ��!����-����'��!���D�$
%�$2$� ������)�'�����3������

����� &0�
� 3� #%+'������������!+���!�4�2�&{����.�'���!��rE4�2�&{���'��!���2$� ����F�
*��2�����'��  
�� 2��D%-���2��&h� W1���+�+ �%�!��1����$�����D%����*��������� !1�'����
�
 �%���������'��!��� �����2��/'��%���F+�����F,����������������!�� &0�'������ &0�
���$��#�� #%��!1��
��������'��!�����������&�+��� 
����-�2$�*���.%������.�F	*1)� -���#��&(�-�
����F����2���������
�%���F+�����F,������� 
�������� $���2$�   Shaaban #%+�F+ (2006) 
&�+ �������-%��-%�����
��������*�����-%��
��$4$�31���%���F+�����F,�� 2$�#�� 
���������  ���D���3.��	�%��*��D% �)��-���D% �.&����D% �.&������ !����� �%/$ #%+�
�
��F����'���� ��� �����������
� ��������	 �
�$������'��!���-��������
���	   ��,
% #%+
�F+ (2551) '��!��������
����	&|��$��#%+�� ����	 4$��
�%���F+�����F,�����������������
'��!���%��
��
	$� �/� � $��� ��������	 �r#�%
� 4$�������31���%���F+���$�����F,��
����� 67 %���F+����'������'��4�� 3 
��$ #%+%���F+���
�
%���F	 (phenology)  4 %���F+ 
�����)���)� 74 %���F+ ����������'��!%��
��
	$� �/� �4$��
�2
� ���	�����'��!���!����� 
64 �.� 
�����������)� 2 
����	��%���F+���$�����F,������� -����������&�+��� �����)������%���F+
%��
��
	$� �/� �������.&#�� $������ !1����&2$�����������)����
����	��) &0�
����	 $������ ����
�
 ������-���$� �/� �!1����������������!+
���������D%!�����31���%���F+�����F,�������2$�
 &0������$� 
 
4. �	
9���=
����>�	;?����7�9��	
@A�4	�3�67�

���� 

&(!!������������ ������-���4� %��% 
��� &0� ���������'��!������+$��*����� 
-���$� �/� �  ������-���4� %��% &0�&�+4�
�	�������������#�����
����	 �������
� &0�
 ��������������&���&���
����	
�
 �����)��
������31����������
���	���
���������+-�������

����	 ���!����)���������
���������#D�������
�������� (genetic mapping) #%+-�'��#-���*��



 9 

��� (gene tagging)   ������-������4� %��% �� 2 �+$�� ��� �+$��4&�'��  &0����'��!������
4� %��%*��4&�'��
��$'���g #%+%��$��$� �/� � W1��'��!�������#'�'���*���+$������%�4�
2�$	��4� %��%*��$� �/� �  ���'��!������+$��$� �/� ���*��$��������'��!���4&�'�� ��� 
4� %��%*��$� �/� ������� ���������!1� �/�2��2$���� �������� ���+-	!��'�����������.� �/�2��
 &0� �%�������2$� #%+ �����!��$� �/� � &0����	&�+����������.��� W%%	 ������� W%%	��&����F
 ������ !1�������'��!���$� �/� �!�� ��)� ����'���g  ������+�+��� !��� '��4'#%+�"�
���
���������4$�2��*1)�����"�
#�$%���  ���'��!���$� �/� ���!'��!���!��������� &0����-���
2���
���� #%+�����#�$����-���2���/2$� !1�'��!���2$�  �����%����)�!�4�� &�+������������
'��!��� ������-���$� �/� �#��'���g �-� %���������-%��#�� ����-�����
�$� �/� � &0�
 ������-������2$�����������*���  ���������2&&�+���'	�
���$���'���g 2$� '������� ������-���$�
 �/� �   
��  ������-������	 �r#�%
� (RFLP, Restriction Fragment Length Polymorphism) ���	 �

�$� (RAPD, Random Amplified Polymorphic DNA)  � �r#�%
� (AFLP, Amplification Fragment 
Length Polymorplism) #%+2�4��#W� �%2%�	 (microsattellite)  &0�'�� 
 

4.1 ��=��=�	
8������ 

 

���	 �
�$� (RAPD: Random Amplified Polymorphic DNA)  &0������� ���+-	   
����#'�'������
��������4$��
� �����
�W����	#'�2��!�� &0�'�������*���.% ��������%��$�� ��
*��$� �/� � &��-���   �����!��2
� ���	����
�2��!�� 
�+ !�+!����$� �/� ���� �F�$ -%�����*��
 �������)��� �
�2
� ���	�����*��$��)� 
���
��$ $��� 
��� 
���&����F$� �/� �#������ �����-���
�
2
� ���	*��$ 10 ����%�4�2�$	 #%+#��*��$$� �/� ����2$� 4$��������� %/�4��4r��W����
'���%��W1�� &0������+��4�� !%    #%+����#��$� �/� �$��� ��� $���4��2�$	 (�������	, 2545) ��
������ ������-������	 �
�$� ���
�&�+4�
�	�����31���#%+�� ���+-	����#'�'������
��������
#%+!��#��
����	
�
  
�� Sugawara #%+ Oowada (1995) ������!��#�������� ��$ 
����%���%2�
 ����$��� ��������	 �
�$� 
������2
� ���	 12 2
� ���	!�� 124 2
� ���	 2$�#�� A-00, A-19, B-
04, B-39, B-41, B-73, C-11, C-31, C-64, C-82, C-88 #%+ C-89 ������#�������� ��$2� ����2$� 
���+
�� #%+�u�% (2542)  2$�&�+���'	�
� ��������	 �
�$� 
���'��!������
����	���4���&�+ �3
2�� 4$� �/�'����������4� 18 ���
����	��'��!������2
� ���	 144 
��$ 
������ 2
� ���	 131 

��$������ 
���&����F$� �/� �2$� -�����$ &0� 91  &��	 W/�'	 -%��!����)� %���2
� ���	 30 
��$
��������� 
���&����F$� �/� �2$������
�$ !���'��!������$� �/� �*�������)�-�$ 
���� ������
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#������#'�'����+-�������
����	2$� 4$�������#������#'�'���*�����4� 18 ���
����	2$� 
$���2
� ���	 
���
��$ $���  Corazza-Nunes #%+�F+ (2001) 31�������#&�&������

��������*�� ��rr��� 38 ���
����	#%+���4� 3 ���
����	$��� ��������	 �
�$�#%+2�4��#W�
 �%2%�	 4$��
�2
� ���	 198 2
� ���	 
������2
� ���	 ��$ &0� 49 % *��2
� ���	��)�-�$ 
������ 
���&����F$� �/� �2$� #%+�������
���	���
���������+-�������4�#%+ ��rr�����,��

������������*���#��   �- #%+�F+ (2546) �
� ��������	 �
�$������31����������
���	*��
���4
��� 5 ���
����	 2$�#�� ����)��D1)� ������ ���	 1  

��+%� �)��D1)���� #%+����)��D1)������ 
4$��
�2
� ���	 28 2
� ���	 
���� �� 2 2
� ���	 ��� OPB-05 #%+ OPB-20 �������-� ��$����
#'�'���*��#��$� �/� � !��*���.%$���%�������-�#������#&�&������
��������*�������)� 5 
���
����	#������2$� 2 �%��� ��� �������)��D1)��������)��D1)���� ��������%�
�$���
�������� ����
��������� ���	1 ������ 

��+%���������%�
�$������
����������������������)��D1)������  
!���3�� #%+�F+ (2546) 31�������#&�&������
��������*�����4�
����	-��-�$�-�� #%+

����	
�)� ������ *'!��-��$��*%�4$��
� ������-������	 �
�$�  
���'��!�������#'�'������

��������*�����4�
����	-��-�$�-�� !����� 85 '������� �����)�
����	
�)� ���� 15 '������� ���
�����$ %���2
� ���	 5 
��$ !��!�����2
� ���	 88 2
� ���	����-�#��$� �/� �#'�'������
�$ !� 
Mariniello #%+�F+ (2004) !��#�� %��� (C. limon (L.) Burm.f.) ��)�-�$ 10 ���
����	$���
 ��������	 �
�$� 4$��
�2
� ���	��)�-�$ 44 2
� ���	 
������ 5 2
� ���	����-�#��!�� 
�+ !�+!�
��� %��� 4 ���
����	 ��� OL2 #%+ OL16 ������!��#�� %������
����	 Sorrento ���!�� %
������
����	����2$� 2
� ���	 OL14 �-�#�����!�� 
�+ !�+!�������
����	 Amalfi  OL31 �-�#�����
!�� 
�+ !�+!� Gloria� d Amalfit #%+ OL13 �-�#�����!�� 
�+ !�+!���� Procida 

���!�����#%����
�

��$������������ ������-���4� %��%���
�&�+4�
�	�����
!��#��
����	#%+31�������-%��-%�����
��������   
��   L%��
% (2539) 2$�!��#�����
����	

%�� !����� 29 
����	 4$����
����	 Fuyu  &0�
����	������ *�����$%��&%.�!��-%��g &�+ �3 �����

������W)�����!1����-��� %*'���g  ��2�� W1��"��-%��
���� Fuyu ����.�-%��-��� %*$������ #%+
'���������!+������������� -�������-������� 
����$ !1��
� ��������	 �
�$� ��
���
�!��F�
����#'�'����+-�������
����	 
���� Fuyu No.12 Fuyu No.9 Fuyu No.1 �� &��	 W/�'	����
 -������� 85  &��	 W/�'	 ���
�� #%+ �u�%  (2543)  
���� ��2
� ���	 
���
��$ $������������
��� ���+-	$� �/� ������%���F+!�� 
�+���
���#'�%+���
����	W1���������$%��!�����  14  ���
����	  
W1�����������2
� ���	$���%���2&�
�!��#��
��������*��
���!�����  14  ���
����	��)�2$�   Dey 
#%+�F+ (2006) ������31�������-%��-%�����
��������*���+�+ (bittle gourd)4$�31���
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%���F+�����F,������������������
� ��������	 �
�$� 
���� ����
�%���F+�����F,�������
*���+�+��)�������-%��-%����)����$���*��$ �.&���� #%+��D%  �����
� ��������	 �
�$���
���31���
���� 2
� ���	 OPW03, OPW05 #%+ OPX01 �������-�#��$� �/� ����������
�$ !� 
#%+������#������#'�'����+-�������
����	   ���+
�� (2550) ������!��#������-���
����	 ��)�
#%+
����	-���$��� ������-������	 �
�$� 4$��
�2
� ���	 192 
��$ 
���� ��2
� ���	 160 2
� ���	
��������� 
���&����F$� �/� �2$� #'��� 
���2
� ���	 OPU-10  
���2
� ���	 $��� �����)����������
!��#������#'�'����+-��������-���
����	 ��)�#%+
����	-������!�����2$�   

 

4.2 ��=��=B�?=
�C����B��8 

 

2�4��#W� �%2%�	  &0�%��$�� �������%���F+W)����� ������.�'�� �����������'��#-���
-�1��g ��!�4�� #'�%+
�$W)��&�+���$���%��$�� ��W)����)���� 
��� 1-4 �.� �� -���2�� ��� 10 �.� �� 

���������
���'���
��$  �����!��2�4��#W� �%2%�	$� �/� ���%���F+ &0� ��W)��*��$��)�g 2��
W��W���!1���
��� ������������-�1����� simple sequence repeat (SSR) -��� short tandem repeat (STR) 
4$� ��W)��-�1�� ��  ������� mono-nucleotide repeat  
�� (A)n W)����� ��  ������� di-nucleotide 
repeat  
�� (CA)n W)����� ��  ������� tri-nucleotide repeat  
�� (TAA) n 4$���� n  &0�!�����W)��
%��$�� ��#��2�4��#W� �%2%�	��)�������+!��'����)�!�4��&�+��F 104-105 #'������+!��2��
����� ���  ������-���2�4��#W� �%2%�	 &0������3������#'�'���*��*��$$� �/� ���� 
���
&����F2$� �����!��!�����
�$W)���������2�4��#W� �%2%�	���'��#-��� $��������'�������#'�%+
'�������2�� ������W1��!+'��!���2$������ ���������#��*��$2$�4$��
� denaturing polyacrylamide 
gel electrophoresis  &(!!����������
�2�4��#W� �%2%�	$� �/� ������������31���#D����*��     
!�4�� #%+#������#'�'���*��������
���'4$��� ���+-	%��
��
	$� �/� �   ������-���2�4��#W�
 �%2%�	���������2&�
�2$�����  �����!�� &0� ������-���$� �/� �����
���� 
���&����F4$�
�W����	 
!1�'������$� �/� �'��#��&����F���� #%+
�)�����$� �/� ����'������'��!����/��*��$ %/�       
2��!�� &0�'����
�$� �/� �'��������������F"�
$������� D%���'��!����/���������#�������.� 
(�������	, 2545) ������ L
�+ !�+!��-�����#'�'���*��#��$� �/� ��.� ������#������
#'�'���2$�$�  

Carlos #%+�F+ (2000)  2$��
� �����2�4��#W� �%2%�	�����!��#��'���%��
*����� 2 �%������ &0� zygotic #%+ nucellar embryo 
���� '�������*��'���%�������� &0� zygotic 
��)�-�$��!�4�2�&{���'���!��2&!��'��#��   Barkley #%+�F) (2006) �
� �����2�4��#W� �%
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2%�	31�������-%��-%�����
��������*�� 
�)�
�������������� �/��������� The Citrus 
Variety Collection (CVC) �-������%��#�%�r� ��� 4$� %������!�����%'��� g !����� 370 
��$ 
�
� 24 2
�	 ���	2$�#�� CAC23, TAA27, TAA15, TAA41, CAC39  TAA3, CAC33, CAC15, 
TAA33, CAGG9, CMS4, CMS7, CMS8, ATC09, GT03, CT19, AC01  CCT01, CAT01, AG14, 
CT21, CTT01, CT02  #%+ CAG01 �����#������#'�'��� 
������)� 24 2
� ���	������#��
����#'�'����+-�������-%�� g 
��$2$� #'�2��������#������#'�'����+-����������%���     
������ ��W	  �%� ��2��	 (clementines)  W��W.�� #%+�%���������� &��)�� ���!�����2$� W1����!��
�� -'���!����� -%����) ��$����%��
����	'������
�'�    ���F� #%+ ��F���! (2551) ������
&�+ �������-%��-%�����
��������*�����4���&�+ �32�� !����� 53 
����	 #%+ ��rr��� 
1 
����	 ��� �/�������!�� *'"�� -��� "���%�� #%+"���'� W1��&�+���$���
����	��� &0�
����	���
������#%+
����	��� &0�
����	
�)� ���� $��� ������-��� SSR !����� 13 2
� ���	 (13 '��#-���) 
����
 ������-��� SSR !����� 10 '��#-��� 2$�#�� AC01, AG14, CMS4, CMS24, CT19, GT03, P73, 
P620, P1826 #%+ TAA41 ����������D%2$�
�$ !�#%+�-�����#'�'����+-����!�4�2�&{*�����
4� ���� ������-���'��#-��� CAC23, CT02 #%+ CT21 2���������������#'�'����+-����!�4�
2�&{*�����4�2$�  �����!��$� �/� � ������-�������� �F��)2�� ��$����#&�&���*��%��$�� ��W)�� 
#%+ ����������� ���+-	!�$�%���#%+�����#D�".��'��2��#�$��������
���	���
�������� ������
#����%������4�2$� 8 �%��� 4$����
����	
�)� ����!��"�� -���  "���'�#%+
����	!��'���&�+ �3��
%���F+���
��������'���2&!���%���������������$ 

 
�3
�72
���=8 

 

1.  
���31�������-%��-%�����
��������*��
�
���%������
���"���'� 
2.  
���31����������
���	���
��������*��
�
���%�����"���'�4$���3�� ������-������	 �
�$�

#%+ ������-���2�4��#W� �%2%�	 
3.  
��� &0�*���.%
�)�,�����
��������*��
�
���%������-�������
�&�+4�
�	�����&���&���


����	#%+&�+4�
�	$�������g������' 
 
 

 
 



บทที่ 2 
 

วัสดุ อุปกรณ และวิธีการ 
 

วัสดุ และอุปกรณ 
 
1. วัสดุ 
 

1.1 วัสดุพืช 
 

ทําการเก็บตัวอยางพืชสกุลสมทีพ่บไดในภาคใตของประเทศไทย จากสถานทีต่างๆ 
ดังนี้  

- ตําบล สนามชัย อําเภอสทิงพระ จังหวัดสงขลา 
- ตําบลกระดังงา อําเภอสทิงพระ จังหวัดสงขลา 
- ตําบลควนลัง อําเภอหาดใหญ จังหวัดสงขลา 
- ตําบลหูแร อําเภอหาดใหญ จังหวัดสงขลา  
- ตําบลเกาะยอ อําเภอเมือง จังหวัดสงขลา 
- ตําบลปาชิง  อําเภอจะนะ จังหวัดสงขลา 
- ตําบลชะอวด อําเภอชะอวด จังหวัดนครศรีธรรมราช 

  -     ภาควิชาพืชศาสตร คณะทรัพยากรธรรมชาติ มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 
วิทยาเขตหาดใหญ 
   -   สถานีวิจัยคลองหอยโขง คณะทรัพยากรธรรมชาติ มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 
อําเภอคลองหอยโขง จังหวัดสงขลา 

- ศูนยวิจัยพืชสวนตรัง อําเภอกันตัง จังหวัดตรัง 
- เกาะบางคางคาว ตําบลเขาไมแกว อําเภอสิเกา จังหวัดตรัง 
- ตําบลบางดวน อําเภอปะเหลียน จังหวัดตรัง 
- บริเวณอุทยานแหงชาติเขาศก  อําเภอพนม  จังหวัดสุราษฎรธานี 

 
 

13 



 14

1.2 สารเคมี 
 

 1.2.1 สารเคมีท่ีใชในการสกัดดีเอ็นเอ 
 

-      CTAB 
-      β-mercaptoethanol 
- Polyvinyl pyrrolidone (PVP-40) 
- Sodium chloride (NaCl) 
- Disodium ethylene diaminetetraacetate (Na2EDTA) 
- Tris-HCI pH 8.0 
- Chloroform 
- Isopropanol 
- TE buffer 
- Ethanol 

 
1.2.2 สารเคมีสําหรับใชทําอิเล็กโทรโฟรีซิส 

 
   -      Agarose gel electrophoresis 

-      LE agarose (FMC Bioproduct, USA) 
-      Seakem agarose (FMC Bioproduct, USA) 
-      Glacial acetic acid 
- Boric acid 
- Tris-base 
- Ethidium bromide 
- Loading buffer 
- Lamda DNA (λ DNA) 
- 100 bp และ 500 bp DNA Ladder (Operon, USA) 
- denaturing polyacrylamide gel electrophoresis 
- Acrylamide : bis-acrylamide solution (29:1) 
- Bind silane 
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- Repel silane 
- Formamind 
- Formaldehyde 
- Urea 
- TEMED (N,N,N’,N’-tetramethyethyenediamine) 
- Ammonium persulfate 
- Sodium thiosulfate (Na2S2O3 • 5H2O) 
- Sodium carbonate (Na2CO3) 
- Silver nitrate (AgNO3) 

 
1.2.3 สารเคมีท่ีใชในการทําพีซีอาร 

 
- dNTP (dATP, dTTP, dCTP และ dGTP) (Promega, USA) 
- RAPD Primer จํานวน 23 primer คือ OPA-01, OPA-02, OPA-

03,OPA-04, OPA-10, OPA-12, OPA-18, OPB-01, OPB-04, OPB-05, OPB-12, OPB-18, OPB-20, 
OPC-02, OPC-08, OPC-09, OPC-11, OPC-13, OPE-11, OPE-14, OPN-12, OPR-03, OPR-04 
(Operon, USA) 

- Microsatellite Primer จํานวน 6 primer คือ AC01, AG14, CAG01, 
GT03  

- MgCl2 
- 10X Taq buffer (Promega, USA) 
- Taq DNA Polymerase B (Promega, USA) 

 
2. อุปกรณ 
 

2.1 อุปกรณท่ีใชในการเก็บตัวอยางใบพืช 
- ถุงพลาสติก 
- กรรไกร 
- กลองโฟม 
- ปากกาเขียนเครื่องแกว 
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2.2 อุปกรณท่ีใชในการสกัดดีเอ็นเอ การทําอิเล็กโทรโฟรีซิส และการทําพีซีอาร 
 

- ตูเย็นและตูแชแข็งที่อุณหภูมิ - 30 องศาเซลเซียส 
- เครื่องไมโครเซนตริฟวก 
- เครื่องชั่งทศนิยม 4 ตําแหนง 
- เครื่องวัดความเปนกรดดาง 
- เครื่องคนสารละลายอัตโนมัติ 
- แทงแมเหล็ก 
- ปเปตปรับปริมาตร 
- เครื่องเขยา 
- หมอนึ่งความดันไอ 
- เครื่องจายกระแสไฟฟา 
- เครื่องอิเล็กโทรโฟรีซีส 
- เครื่องพีซีอาร 
- โกรงบดตัวอยาง 
- หลอดเอฟเพนดอรฟ  
- ตูไมโครเวฟ 
- ตูดูดควัน 
- UV transilluminator 
- Tip 
- Gel Documentation 
- น้ําแข็ง และ กระติกน้ําแข็ง 
- เครื่องแกว กระบอกตวง และขวดตางๆ 
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วิธีการ 
 
1.  การศึกษาความสัมพันธทางพันธุกรรมในสกุลสม (Citrus spp.) ในภาคใตโดยอาศัยลักษณะทาง

สัณฐานวิทยา 
 

เก็บตัวอยางพืชสกุลสม จากบางพื้นที่ของจังหวัดสุราษฎรธานี  นครศรีธรรมราช  
ตรัง และจังหวัดสงขลา  (ตารางที่ 1) โดยสุมเก็บตัวอยาง ใบแก และผล ทําการบันทึกลักษณะทาง
สัณฐานวิทยา ดังตอไปนี้ 

1. ลักษณะรูปรางแผนใบ (leaf shape) โดยพิจารณาตําแหนงของสวนที่กวางที่สุด
ของแผนใบวาอยูที่ตําแหนงใด หากสวนที่กวางที่สุดของแผนใบอยูบริเวณโคนใบ รูปรางแผนใบจะ
อยูในกลุมของ  “ovate” หากสวนที่กวางที่สุดอยูบริเวณปลายใบ จะอยูในกลุมของ “obovate” ถา
สวนที่กวางที่สุดของแผนใบอยูบริเวณกึ่งกลางใบ จะอยูในกลุม “elliptic” แตถาสวนที่กวางที่สุดอยู
ที่ตรงกลาง ๆ ของใบ และขอบใบมีลักษณะที่ขนานกัน รูปรางของแผนใบจะจัดอยูในกลุม 
“oblong” และถาใบมีอัตราสวนความกวางตอความยาวเทากับ 1:1 ขอบใบโคง จะจัดอยูในกลุม 
“orbicular” (ชุมพล, 2551) 
  2. ลักษณะกานใบ  (Petioles) หากไมปรากฏวามีกานใบ จะจัดอยูในกลุม “ไมมี
กานใบ” (Chomchalow, 1984) หากมีกานใบปรากฏเพียงเล็กนอย และไมแผออกกวาง จะจัดอยูใน
กลุม “มีกานใบแคบ” (Mukhopadhyay, 2004) หากความกวางของกานใบมีขนาดใกลเคียงหรือแคบ
กวาความกวางของแผนใบเล็กนอย และมีความยาวไมเกิน 1/2 ของแผนใบ จะจัดอยูในกลุม “มีกาน
ใบกวาง” และหากกานใบมีขนาดเปน 2/3 ของแผนใบ จะจัดอยูในกลุม “มีกานใบใหญ” 
(Chomchalow, 1984)  
  3. ลักษณะปลายใบ (leaf apices) หากขอบใบที่มาบรรจบตรงปลายยอดมักตรง
หรือโคงมน ทํามุมนอยกวา 90 องศา จะอยูในกลุมปลายแหลม (acute) หากมีลักษณะคลายปลาย
แหลม แตขอบใบมักโคงเวาสอบเขามาเปนมาตรงปลายยอด จะอยูในกลุมปลายเรียวแหลม 
(acuminate) ถาปลายใบโคง หรือมน หรืออาจมีลักษณะเปนมุมปาน (ขอบใบทํามุมมากกวา 90 
องศา) จะอยูในกลุมปลายมน (obtuse) และหากปลายใบมีลักษณะคลายกับปลายมน แตจะหยักเวา
เขามาตื้นๆ ตรงตําแหนงของเสนกลางใบ จะอยูในกลุมปลายเวาตื้น (retuse) (ชุมพล, 2551) 
  4. ลักษณะผล (fruit character) จําแนกสมแตละตัวอยางออกเปนกลุม ๆ ตามชื่อ
วิทยาศาสตร โดยยึดหลักในการจําแนกชื่อตามการรายงานของ เต็ม (2523) และ Chomchalow 
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(1984) การเขียนชื่อวิทยาศาสตร ยึดตามแบบสากลในฐานขอมูล The International Plant Names 
Index (IPNI)  
 
2.  การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมพืชสกุลสมในภาคใต โดยอาศัยใชเทคนิคอารเอพีดี 

และไมโครแซทเทลไลท 
  

2.1 การเก็บตัวอยาง 
ทําการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของสมในภาคใต โดยสุมเก็บตัวอยาง

ใบพืชสกุลสม  (Citrus spp.) จากบางพื้นที่ของจังหวัดสุราษฎรธานี  นครศรีธรรมราช  ตรัง และ
จังหวัดสงขลา  จํานวนทั้งหมด 77 ตน (ตารางที่ 1) โดยเก็บตัวอยางใบประมาณ   1-2 ใบตอตน ใส
ถุงพลาสติกเพื่อนํามาสกัดดีเอ็นเอ 

 
2.2 การสกัดดีเอ็นเอ 
สกัดดีเอ็นเอจากใบพืชสมที่สุมเก็บ โดยใชสารละลาย CTAB (hexadecyl trimethyl 

ammonium bromide) ซ่ึงดัดแปลงจาก Doyle และ Doyle (1990) ใชตัวอยางใบสมประมาณ 200 
มิลลิกรัมน้ําหนักสด บดใน CTAB บัฟเฟอร (PVP-40, NaCl, EDTA 0.5 M pH 8.0, CTAB 2%) 
รวมกับ β-mercaptoethanol เขมขน 2% ปริมาตร 700 ไมโครลิตร ในโกรงใหละเอียด จากนั้นใสใน
หลอดแอฟเพนดอรฟ เขยาใหเขากัน นําไปบมที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที กลับ
หลอดไปมาทุก 10 นาที เติมคลอโรฟอรม 800 ไมโครลิตร กลับหลอดไปมาเบา ๆ ปนเหวี่ยงใช
ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที จะไดสารละลายที่แยกชั้นใสดูดสารละลายสวนใส
ใสหลอดแอฟเพนดอรฟใหม เติมคลอโรฟอรม และนําไปปนเหวี่ยงอีกครั้ง  ดูดสารละลายสวนใส
ใสหลอดแอฟเพนดอรฟใหมเติมไอโซโพรพานอล 750 ไมโครลิตร กลับหลอดไปมาเพื่อตกตะกอน
ดีเอ็นเอ หรือวางทิ้งไวที่อุณหภูมิ - 30 องศาเซลเซียส  ประมาณ   30  นาที  นําไปปนเหวี่ยงอีกครั้งที่
ความเร็ว  5,000 รอบตอนาที  เปนเวลา   5  นาที  เทสวนใสทิ้ง  ลางตะกอนดีเอ็นเอดวยเอธานอล ความ
เขมขน 70% ที่ผานการแชเย็น 3 คร้ัง ทิ้งใหแหงที่อุณหภูมิหอง หลังจากนั้นละลายตะกอนดีเอ็นเอ
ดวย TE บัฟเฟอร 70 ไมโครลิตร [Tris-HCl (pH 7.5) 10 มิลลิโมลาร และ Na2EDTA (pH 7.0) 1 
มิลลิโมลาร] ที่อุณหภูมิหอง เก็บรักษาดีเอ็นเอที่อุณหภูมิ -30 องศาเซลเซียส จนกวาจะนํามาใช 
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ตารางที่ 1 ชนิด จํานวนตัวอยาง และสถานที่เก็บตัวอยางสมที่พบในภาคใต ที่ใชในการศึกษาความ
หลากหลายทางพันธุกรรมโดยเทคนิคอารเอพีดี และไมโครแซทเทลไลท 

 

ชนิด สถานที่เก็บ จํานวน 
(ตน) 

สมโอ (C. maxima (Burm.) Merr.)          
สมโอ (C. maxima (Burm.) Merr 
สมโอ (C. maxima (Burm.) Merr.)          
สมโอ (C. maxima (Burm.) Merr.)          
สมโอ (C. maxima (Burm.) Merr.)          
สมโอ (C. maxima (Burm.) Merr.)          
สมโอ (C. maxima (Burm.) Merr.)          
สมโอ (C. maxima (Burm.) Merr.)          
สมโอ (C. maxima (Burm.) Merr.)          
สมแปนขี้มา (C. reticulata Blanco) 
สมแปนขี้มา (C. reticulata Blanco) 
สมแปนขี้มา (C. reticulata Blanco) 
สมเขียวหวาน (C. reticulata Blanco) 
สมโชกุน (C. reticulata Blanco) 
ซัสซูมา (C. reticulata Blanco) 
เจซี (C. reticulata Blanco) 
คลีโอพัตรา (C. reticulata Blanco) 
มะนาวพวง (C. medica L.)  
สมมือ (C. medica L.) 
สมมือ (C. medica L.) 
สมมือ (C. medica L.) 
มะนาวไขแพะ (C. medica L.) 
มะนาวควาย (C. medica L.) 
มะนาวพิมพพร(C. medica L.) 
มะนาวเปลือกหนา (C. medica L.) 

อําเภอปะเหลียน จ. ตรัง 
อําเภอสิเกา จ. ตรัง                                     
อําเภอเมือง จ. สงขลา                                
อําเภอจะนะ จ. สงขลา 
ศูนยวิจัยพืชสวนตรัง จ. ตรัง 
สถานีวิจัยคลองหอยโขง จ. สงขลา 
คณะทรัพยากรธรรมชาติ จ. สงขลา 
อุทยานแหงชาติเขาศก จ. สุราษฎรธานี 
อําเภอชะอวด จ. นครศรีธรรมราช 
อําเภอสทิงพระ จ. สงขลา 
สถานีวิจัยคลองหอยโขง จ. สงขลา 
อําเภอชะอวด จ. นครศรีธรรมราช 
อุทยานแหงชาติเขาศก จ. สุราษฎรธานี 
ศูนยวิจัยพืชสวนตรัง จ. ตรัง 
ศูนยวิจัยพืชสวนตรัง จ. ตรัง 
ศูนยวิจัยพืชสวนตรัง จ. ตรัง 
ศูนยวิจัยพืชสวนตรัง จ. ตรัง 
อําเภอหาดใหญ จ. สงขลา 
อําเภอหาดใหญ จ. สงขลา 
ศูนยวิจัยพืชสวนตรัง จ. ตรัง 
สถานีวิจัยคลองหอยโขง จ. สงขลา 
อําเภอหาดใหญ จ. สงขลาอําเภอ
หาดใหญ จ. สงขลา 
คณะทรัพยากรธรรมชาติ จ. สงขลา 
ศูนยวิจัยพืชสวนตรัง จ. ตรัง 

2 
1 
1 
2 
14 
1 
1 
1 
2 
4 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
2 
1 
1 
1 
12 
1 
1 
1 
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ตารางที่ 1 (ตอ) 
 

ชนิด สถานที่เก็บ จํานวน 
(ตน) 

มะงั่ว (C. medica L.) 
มะงั่ว (C. medica L.) 
มะนาว (C. aurantifolia (Christm.) Swingle) 
มะนาว (C. aurantifolia (Christm.) Swingle) 
มิดถัง (C. sinensis Osbeck) 
มะกรูด (C. hystrix DC.) 
มะกรูดหวาน (C. aurantium L.) 
มะกรูดหวาน (C. aurantium L.) 
มะกรูดหวาน (C. aurantium L.) 
สมจุก (C. nobilis Lour.)   
สมจุกใหญ (C. nobilis Lour.)   
สมหัวเสือ (C. nobilis Lour.)   
สมโอผี (C. macroptera Montrouz.)   
เลมอน  (C. limon (L.) Burm.f.) 
จังกระ (Unknown species) 
จังกระ (Unknown species) 
ไมทราบชื่อ (Unknown species) 

ศูนยวิจัยพืชสวนตรัง จ. ตรัง 
สถานีวิจัยคลองหอยโขง จ. สงขลา 
อุทยานแหงชาติเขาศก จ. สุราษฎรธานี 
ศูนยวิจัยพืชสวนตรัง จ. ตรัง 
อําเภอหาดใหญ จ. สงขลา 
อําเภอชะอวด จ. นครศรีธรรมราช 
ศูนยวิจัยพืชสวนตรัง จ. ตรัง 
ศูนยวิจัยพืชสวนตรัง จ. ตรัง 
สถานีวิจัยคลองหอยโขง จ. สงขลา 
ศูนยวิจัยพืชสวนตรัง จ. ตรัง 
อําเภอหาดใหญ จ. สงขลา 
อําเภอหาดใหญ จ. สงขลา 
ศูนยวิจัยพืชสวนตรัง จ. ตรัง 
อําเภอเมือง จ. สงขลา 
ศูนยวิจัยพืชสวนตรัง จ. ตรัง 
สถานีวิจัยคลองหอยโขง จ. สงขลา 
เกาะบางคางคาว อําเภอกันตงั จ. ตรัง 

1 
1 
1 
3 
1 
2 
2 
1 
9 
1 
1 
1 
1 
2 
2 
1 

รวม  77 
   
   2.3 การตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอ 

ตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอที่สกัดไดดวยการเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน  
(แลมดาดีเอ็นเอ) โดยการทําอิเล็คโตรโฟรีซิสบนอะกาโรส (LE Agarose, Promega,USA) เขมขน 
0.75% แรงเคลื่อนไฟฟา 100 โวลต ในสารละลาย TAE บัฟเฟอร (Tris Base, Glacial acetic acid, 
EDTA 0.5 โมลาร, pH 8.0) เปนเวลา 20 นาที ยอมแถบดีเอ็นเอที่ไดดวย เอธิเดียมโบรไมด แลว
นําไปตรวจสอบภายใตแสงอุลตราไวโอเลต 260 นาโนเมตร ดวยเครื่อง Gel documentation 
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2.4 การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมสมในภาคใตโดยใชเทคนิคอารเอพีดี  
ทําการทดสอบไพรเมอรขนาด 10 เบสจากที่เคยมีผูศึกษามากอน จํานวน  ทั้งสิ้น 

23 ไพรเมอร ไดแก OPA-01, OPA-02, OPA-04, OPA-05, OPA-06, OPA-12, OPA-18, OPB-01, 
OPB-04, OPB-05, OPB-12, OPB-18, OPC-02, OPC-05, OPC-08, OPC-09, OPC-11, OPC-13, 
OPE-11, OPE-14, OPN-12, OPR-03 และOPR-04  (Operon, USA) คัดเลือกไพรเมอรที่สามารถเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอแบบสุมไดดวยปฏิกิริยาพีซีอาร และทําการแยกความแตกตางระหวางตัวแทนของ
กลุมประชากรตางๆ ของพืชสกุลสม เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยปฏิกิริยาพีซีอาร จากปริมาตรรวม 25 
ไมโครลิตร ซ่ึงประกอบดวย ดีเอ็นเอแมพิมพ 60 นาโนกรัม ไพรเมอรเขมขน 0.3 ไมโครโมลาร 
เอ็นไซม Taq polymerase เขมขน 1.5 ยูนิต 10X Taq บัฟเฟอร 2 ไมโครลิตร MgCl2 2.5 มิลลิโมลาร 
dNTP เขมขน 100 มิลลิโมลาร ตั้งอุณหภูมิเปน 3 ระดับ คือ อุณหภูมิที่ใชเร่ิมตน 94 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 2 นาที ตามดวย 41 รอบ ดวยอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 30 วินาที 37 องศาเซลเซียส 1 
นาที 72 องศาเซลเซียส 2 นาที และรอบสุดทายตามดวย 72 องศาเซลเซียส อีก 5 นาที หลังทําพีซี
อาร นําสารละลายดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณแลว จํานวน 10 ไมโครลิตร มาตรวจสอบขนาดของชิ้นดี
เอ็นเอ ดวยวิธีอิเล็กโตรโฟรีซิสบนแผนวุน LE อะกาโรส ที่มีความเขมขน 1.5% ละลายใน TBE 
บัฟเฟอร (Tris Base, Boric acid, Na2EDTA 0.5 โมลาร; pH 8.0) ใชแรงเคลื่อนไฟฟา 100 โวลต 60 
นาที ยอมแถบ ดีเอ็นเอดวยเอธิเดียมโบรไมด เขมขน 0.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา 20 นาที 
ลางน้ํา 10 นาที ตรวจดูแถบดีเอ็นเอภายใตแสงอัลตราไวโอเลต 260 นาโนเมตร ดวยเครื่อง Gel 
documentation คัดเลือกไพรเมอรที่สามารถเพิ่มปริมาณ และใหแถบดีเอ็นเอ ที่มีความแตกตาง
ระหวางตัวแทนประชากร 
 

2.5 การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมสมในภาคใตโดยใชเทคนิคเทคนิค   
ไมโครแซทเทลไลท 

ทดสอบหาไพรเมอรที่เหมาะสมสําหรับการทําไมโครแซทเทลไลทในพืชสกุลสม 
จากการศึกษาของ Barkley และคณะ (2006)  ซ่ึงประกอบดวยไพรเมอร 6 ชนิด คือ AC01, AG14 
CAG01, CTT01, CT19 และGT03 นํามาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยใชไพรเมอรจํานวน 2 ชนิด ซ่ึงเปน 
forward และ reverse โดยวิธีพีซีอาร จากปริมาตรรวม 10 ไมโครลิตร ซ่ึงประกอบดวย ดีเอ็นเอ
แมพิมพ 20 นาโนกรัม ไพรเมอรแตละชนิดเขมขน 0.2 ไมโครโมลาร เอ็นไซม Taq polymerase 
เขมขน 0.7 ยูนิต 10X Taq บัฟเฟอร 2 ไมโครลิตร dNTP เขมขน 200 ไมโครโมลาร ตั้งอุณหภูมิใน
แตละไพรเมอรดังนี้ 
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ไพรเมอร AC01 มีสภาวะการทํางานดังนี้  อุณหภูมิที่ใชเร่ิมตน 95 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 5 นาที ตามดวยการทํา touch-down พีซีอาร ดวยอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 1 นาที 56 
องศาเซลเซียส 30 วินาที (และลดอุณหภูมิลงถึง 43 องศาเซลเซียส ในแตละรอบ) 72 องศาเซลเซียส 
1 นาที จํานวน 27 รอบ และ 72 องศาเซลเซียส อีก 7 นาที  

ไพรเมอร AG14 มีสภาวะการทํางานดังนี้ อุณหภูมิ 95 องศา เปนเวลา 5 นาที 1 
รอบ ตามดวย 95 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที 50 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที และ72 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 1 นาที จํานวน 40 รอบ และตามดวยอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 7 นาที  ใน
รอบสุดทาย 

ไพรเมอร CAG01 มีสภาวะการทํางานดังนี้  อุณหภูมิที่ใชเร่ิมตน 95 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 5 นาที ตามดวยการทํา touch-down พีซีอาร ดวยอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 1 นาที 63 
องศาเซลเซียส 30 วินาที (และลดอุณหภูมิลงถึง 50 องศาเซลเซียส ในแตละรอบ) 72 องศาเซลเซียส 
1 นาที จํานวน 30 รอบ และ 72 องศาเซลเซียส อีก 7 นาที 

ไพรเมอร GT03 มีสภาวะการทํางานดังนี้ อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 
นาที 1 รอบ ตามดวย 95 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที 50 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที และ72 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 1 นาที จํานวน 36 รอบ และตามดวยอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 7 นาที  ใน
รอบสุดทาย 

หลังทําพีซีอาร นําดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณแลว ปริมาตร 10 ไมโครลิตร มาตรวจสอบ
ขนาดของชิ้นดีเอ็นเอ โดยนําตัวอยางดีเอ็นเอที่จะนําไปวิเคราะหมาทําใหเสียสภาพกอน เพื่อ
หลีกเลี่ยงปญหาการเสียสภาพธรรมชาติในเวลาตางกันเมื่ออยูในเจล โดยผสมกับฟอรมาไมด 95% 
ซ่ึงเปนสวนประกอบใน loading buffer นําไปเพิ่มอุณหภูมิที่ 95 องศาเซลเซียส แลวนําไปแชน้ําแข็ง
ทันที จากนั้นนํามาแยกความแตกตางของแถบดีเอ็นเอโดยการทําอะคริลาไมดเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส 
ที่มีความเขมขนของเจล 6% และยอมแถบดีเอ็นเอโดยใชสารละลายซิลเวอรไนเตรท โดยนําแผน
เจลมาแชในสารละลาย fixative (10% acetic acid) นาน 20 นาที เขยาเบา ๆ เมื่อครบเวลานําไปลาง
ในน้ํากลั่น 15 นาที เปลี่ยนน้ําลางใหมแลวลางตออีก 5 นาที นําแผนเจลมายอมในสารละลายซิล
เวอรไนเตรทเขมขน 0.2% เปนเวลา 30 นาที เขยาอยางสม่ําเสมอ หลังจากนั้นนําแผนเจลจุมน้ํากลั่น
อยางรวดเร็วเพื่อลางซิลเวอรไนเตรทที่มากเกินพอ 5 วินาที แลวนําแผนเจลใสในสารละลาย 
developer (sodium carbonate 25%,  formaldehyde 40%, sodium thiosulfate 50 mg/ml) ที่เตรียม
ใหมๆ และแชเย็นที่อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส เขยาสม่ําเสมอ จนกวาจะเห็นแถบดีเอ็นเอชัดเจน 
หยุดปฏิกิริยาโดยแชสารละลายกรดอะซิติก (stop solution) นาน 3-5 นาที นําแผนเจลมาจุมลงในน้ํา
กล่ัน แลวผ่ึงใหแหงที่อุณหภูมิหอง 
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2.6 การวิเคราะหขอมูล 
นําไพรเมอรที่คัดเลือกได  มาใชเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของประชากรทั้งหมด  คัดเลือก

ไพรเมอรที่ทําใหเกิดแถบดีเอ็นเอที่แตกตางกันระหวางประชากร   ศึกษารูปแบบของดีเอ็นเอที่ได 
หลังจากนั้นทําการวิเคราะหผล แลวเปรียบเทียบความแตกตางของแถบดีเอ็นเอพืชสกุลสม 
 

2.7 การวิเคราะหความหลากหลายทางพันธุกรรม และความสัมพันธทาง
พันธุกรรมของพืชสกุลสม 

วิเคราะหความหลากหลายทางพันธุกรรม และความสัมพันธทางพันธุกรรมในพืช
สกุลสม ทําการวิเคราะหความแตกตางระหวางแถบดีเอ็นเอที่ได  โดยแปลงขอมูลจากแถบดีเอ็นเอที่
ไดเปนแบบ binary คือใหตําแหนงที่มีแถบดีเอ็นเอ มีคาเทากับ  1 และตําแหนงที่ไมปรากฏแถบดีเอ็น
เอมีคาเทากับ   0  เปรียบเทียบ  ณ  บริเวณเดียวกัน  โดยคิดเฉพาะแถบดีเอ็นเอที่มีความชัดเจนและเพิ่ม
ปริมาณไดสม่ําเสมอเมื่อมีการทําพีซีอารซํ้า  วิเคราะหความสัมพันธและความใกลชิดทางพันธุกรรม
ดวยการวิเคราะห  UPGMA (Unweighted Pair-Group Method Using Arithmetic Average) cluster 
analysis หาคา Similarity coefficient ตามวิธีของ Jaccard (1908) ดวยโปรแกรม NTSYS pc-2.1 
(Rohlf, 2002)  
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C. medica L. 
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����ì \�� � � 5EG4�;;0;(z���������
����_\��
5EG4�;.0;Oz��DGdGARG�U74964U�� � ]��� �iuq�_EWW4B����"�1<<���
2���

	^̂ �̂  ̀�

7^̂�  ̀�

6^̂�  ̀�

]�����1����;����(���.����#���O��Y���?����V��1<�11�1;��1(�1.�1#��1O�1Y�1?�1V��;<��;1�;;��;(��;.��;#��;O���

	^̂ �̂  ̀�

6^̂�  ̀�

7^̂�  ̀�

]���1�����;����(����.����#����O���Y���?����V���1<��11��1;�1(��1.��1#�1O��1Y��1?�1V��;<��;1�;;��;(�;.��;#�;O�����



 (Y�

6
6
6� ��
�+<�
�)9�/B�%�<'A�<'���8%�0����
�1�'�
�<'��%�a��@�'�
����42�����

��������

�

������@2����>I
��"&2 c�2 %&'�>�����
���
��,N�����1<O�
���%&'!"�,�����
%"� �"&2 c�2 � �����������"���2%��@� ��I2 �&"&�,N�����Y� !��2� �I����
�!�
�&
��"&2 c�2 %&'
���������
������
���
��� ����
����
�
�����
�!"� �
����"2,��$�����%&'�.)�2��' �@,����
��"&
2 c�2 ���
�
��"&2 c�2 >����N�
>�
��&
��:���%&',�2	3�2 ������I������
�	�������2�
��
��"&
2 c�2 ���"�1t1<<���
2���,��!��2� �I�Ls[0<#���	���o2F�����������������
�������$ àB6U8Z\)�
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C. macroptera Mont.
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C. aurantium Linn. (L.)
C. nobilis Lour.
C. sinensis (L.) Osbeck
C. medica L.
C. reticulata Blanco
C. maxima (Burm. F.) Merr.
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����ì \���
5EG4�(0.z���������
����_\� �� 5EG4�#0?z������������_ADB\�
5EG4�Vz����������$_\)�[DBZ\f\�� � 5EG4�1<01;z�����	
����_\��
5EG4�1(01.z�������	������LUC49d�� � 5EG41#01Oz���������
�������$`aB6U8Z\)�bR6GH54��
5EG4�1Y0;<z�����	
�����
��[5EG9A��� 5EG4�;10;#z�����������$[DBZ\)�]4BB\��
5EG4�;O0;Yz�DGdGARG�U74964U�� � ]��� �iuq�_EWW4B����"�1<<���
2���

�

�
�
�
�
�
�
�
�


,-����66���	
��
��"&2 c�2 � ���� �
�����,��2%��@�!�:��
*%2%�!�%I�2��' ���!��2� �I�yp<(��
5EG4�1z����������
	���]AG8BADk\��� 5EG4�;z�������
����ì \��
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C. aurantifolia (Christm.) swingle

C. aurantium Linn. (L.)
C. nobilis Lour.
C. sinensis (L.) Osbeck
C. medica L.
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C. maxima (Burm. F.) Merr.
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C. sinensis  Osbeck 
C. medica L. 

C. hystrix DC. 
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C. aurantifolia (Christm.) Swingle 

C. limon (L.) Burm.f. 
Unknown 

C. macroptera Montrouz. 

C. aurantium L. 
C. nobilis Lour. 
C. sinensis Osbeck 
C. medica L. 
C. reticulata Blanco 
C. maxima (Burm.) Merr. 

C. hystrix DC. 



บทที่ 4 
 

วิจารณ 
 
1. การศึกษาความสัมพันธทางพันธุกรรมในสกุลสม (Citrus spp.) ในภาคใตโดยอาศัยลักษณะทาง
สัณฐานวิทยา 

 
การศึกษาความแตกตางทางพันธุกรรมในกลุมประชากรพืชสกุลสมโดยเก็บ

ตัวอยางจากบางพื้นที่ทางภาคใตของประเทศไทย ไดแก จังหวัดสงขลา จังหวัดตรัง จังหวัด
นครศรีธรรมราช และจังหวัดสุราษฎรธานี พบวาลักษณะใบ และรูปรางผล เปนลักษณะทางสณัฐาน
ที่มีความแตกตางคอนขางชัดเจน และในการศึกษาครั้งนี้ใชลักษณะดังกลาวเปนพื้นฐานในการสุม
เก็บตัวอยางพืช ลักษณะใบที่ใชในการศึกษาเบื้องตนไดแก  ลักษณะแผนใบ  รูปรางกานใบ และ
ปลายใบ  พบวาลักษณะแผนใบสามารถแยกความแตกตางได 5 แบบ  รูปรางกานใบ และปลายใบ
สามารถแยกความแตกตางได  4 แบบ  อยางไรก็ตามอาศัยลักษณะสัณฐานวิทยาเพียงอยางเดียวไม
เพียงพอที่จะใชแยกความแตกตางทางพันธุกรรมได เพราะพบวาสมทั้ง 10 ชนิด และท่ีไมทราบชนิด
อีก 5 ตัวอยาง บางชนิดมีการกระจัดกระจายอยูแทบทุกกลุม ในพืชสกุลสมมีรายงานในการใช
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาหลายลักษณะที่นํามาใชในการจําแนกพันธุสมออกจากกัน ซ่ึงพบวาการ
ใชลักษณะทางสัณฐานวิทยาในหลาย ๆ  ลักษณะไมสามารถจําแนกสมออกจากกันไดอยางชัดเจน 
เชน  รายงานของ Mariniello และคณะ (2004) ที่กลาววาสมบางชนิดสามารถจําแนกไดงายจาก
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา แตสําหรับบางชนิดหรือบางสายพันธุตองอาศัยเครื่องหมายโมเลกุลเขามา
ชวยในการจําแนก เชน RFLP, SSR และ AFLP เปนตน  การศึกษาครั้งนี้ในทุกลักษณะที่นํามาใชใน
การจําแนกสมออกเปนกลุม ๆ นั้น เกณฑที่นํามาใชในการจําแนก เปนการจําแนกโดยใชรูปราง
ทั้งหมด จึงสามารถทําการประเมินโดยใชสายตาได เชน ลักษณะรูปรางแผนใบ  ซ่ึงประกอบไปดวย  
4 ลักษณะ คือ รูปรางแผนใบเปนรูปรี  รูปกลม รูปขอบขนาน  รูปไข  และรูปไขกลับ  เปนตน  และ
พบวาการจําแนกชนิดสมจากลักษณะรูปรางของกานใบ ในกลุมที่มีกานใบเล็กนอยประกอบดวย 
มิดถัง จังกระ สมจุกบางตัวอยาง โชกุน  ซัสซูมา มะกรูดหวานบางตัวอยาง สมแปนขี้มาบางตัวอยาง 
มะนาว และสมโอบางตัวอยาง เมื่อจัดกลุมแลวใหผลสอดคลองกับการจัดกลุมโดยใชเทคนิคอารเอ
พีดีในกลุมที่ 3 ประมาณ 70.83 เปอรเซ็นต  
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2. การศึกษาความสัมพันธทางพันธุกรรมในสกุลสมในภาคใตโดยอาศัยเครื่องหมายอารเอพีดีและ
เคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท 

การสกัดดีเอ็นเอจากใบพืชสกุลสม ประมาณ 200 มิลลิกรัมตอ CTAB บัฟเฟอร 
700 ไมโครลิตร พบวาไดปริมาณ และคุณภาพดีเอ็นเอมากเพียงพอตอการนําไปเพิ่มปริมาณโดยการ
ทํา PCR โดยไมจําเปนตองใชไนโตรเจนเหลวในการสกัดดีเอ็นเอ  ทั้งนี้คุณภาพและปริมาณดีเอ็นเอ
ที่ไดจากการสกัดพืชสกุลสมขึ้นอยูกับระยะการเจริญเติบโตของใบที่นํามาใชในการสกัดเปนหลัก 
เมื่อนําใบพืชสกุลสมที่เพิ่งแตกยอดออนมาใชในการศึกษา ดีเอ็นเอที่ไดจะไดในปริมาณมากกวา 80 
นาโนกรัม เมื่อเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน ( λ DNA) และดีเอ็นเอที่ไดมีลักษณะเปนกอนเกาะกัน
แนน ทําใหลางตะกอนดีเอ็นเอไดไมสะอาด   และเมื่อนําใบแกมาใชสกัดดีเอ็นเอ ไดปริมาณดีเอ็นเอ
ปริมาณนอย  มีตะกอนสีขาวเล็กๆ ปะปนมากับตะกอนดีเอ็นเอ บางครั้งมีสีน้ําตาล ทั้งนี้สีน้ําตาลที่
เกิดขึ้นคือสารประกอบฟนอล (phenolic compounds) (Prakash et al., 2002) ใบพืชสกุลสมในระยะ
เพสลาดจึงมีความเหมาะสมที่จะนํามาใชสกัดดีเอ็นเอมากที่สุด เนื่องจากใหปริมาณ และใหคุณภาพ
ดีเอ็นเอสูงกวาใบในระยะอื่น มีส่ิงที่ปนออกมากับดีเอ็นเอนอยหรือไมมีเลย และเมื่อนํามาเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอโดยการทําพีซีอารพบวา แถบดีเอ็นเอที่ไดมีลักษณะคมชัด  ไมเขมและหนา
เหมือนกับดีเอ็นเอที่ไดจากใบออน  สุรินทร (2545) ทดลองหาปริมาณดีเอ็นเอที่เหมาะสมตอ
ปฏิกิริยาพีซีอาร-อารเอพีดีโดยใชปริมาณตั้งแต 5-1,000 นาโนกรัมตอปฏิกิริยา 15 ไมโครลิตร พบวา 
รูปแบบของแถบดีเอ็นเอที่ไดเหมือนกันในชวง 5-100 นาโนกรัม โดยที่ 5-10 นาโนกรัมแถบดีเอ็นเอ
ที่ไดไมเขมเทากับที่ 50 และ 100 นาโนกรัม ที่ปริมาณ 500 นาโนกรัม พบวาแถบดีเอ็นเอบางแถบ
จางลง และที่ 1,000 นาโนกรัม  แถบดีเอ็นเอบางสวนหายไป สาเหตุที่ใชดีเอ็นเอปริมาณมากแลวทํา
ใหแถบดีเอ็นเอบางแถบหายไป เนื่องจากเมื่อใชดีเอ็นเอเริ่มตนมาก ในขั้นตอนหลังจากที่ทําใหดีเอ็น
เอเสียสภาพแลว ลดอุณหภูมิลงเพื่อใหไพรเมอรเขามาจับกับดีเอ็นเอตนแบบนั้น ดีเอ็นเอตนแบบที่มี
ปริมาณมากอาจเกิดการคืนสภาพกลับมาจับตัวกันเองเปนเกลียวคูใหม จึงขัดขวางการจับของไพร
เมอร นอกจากนี้ดีเอ็นเอที่มีความเขมขนมาก  สารเจือปนที่อยูในสารละลายดีเอ็นเอก็จะมีปริมาณ
มากขึ้นดวย ทําใหมีผลตอการปฏิกิริยาพีซีอาร  

การศึกษาความใกลชิดทางพันธุกรรมของพืชสกุลสมดวยเทคนิคอารเอพีดี ไพร
เมอรที่นํามาทดสอบหาความแตกตางเบื้องตนจํานวน 23 ไพรเมอร คัดเลือกมาจากไพรเมอรที่มีการ
รายงานวาสามารถจําแนกความแตกตางใน และระหวางพืชสกุลสม ไดแก รายงานของ จรัสศรี และ
คณะ (2546)  ศึกษาความแปรปรวนทางพันธุกรรมของสมโอพันธุหอมหาดใหญ  พบวาไพรเมอร 
OPB-04  OPC-09  OPR-03 OPR-04  OPR-15 ใหแถบดีเอ็นเอที่มีความแตกตางระหวางกลุม
ประชากรสมโอหอมหาดใหญมากที่สุด  Filho และคณะ (2000) ศึกษาความแปรปรวนในสมกลุม 
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Ponkan mandarin (C. reticulata Blanco) พบวา ไพรเมอร OPA-01  OPA-18 ใหความแตกตาง
ระหวางประชากรมากที่สุด Dehesdtani และคณะ (2007) ใชไพรเมอร OPA-06  OPB-18 ในการ
คัดเลือกตนตอและกิ่งพันธุดีในสมสวีทออเรนซ  Asadi และ Isshiki (2002) ศึกษาความหลากหลาย
ของสมที่มีรสเปรี้ยวในประเทศญี่ปุน  จํานวน 31 สายพันธุ โดยใชไพรเมอร OPA-04  OPA-05  
OPA-12  OPB-12  พบวาไพรเมอรเหลานี้ ใหแถบที่มีความจําเพาะกับสมที่มีรสเปรี้ยวในบางสาย
พันธุ  Cevik และ Moore (2007)  สรางแผนที่ยีนและจําแนกลูกผสมของพืชสกุลสมโดยใชไพรเมอร 
OPA-02  OPB-01  OPB-05  OPC-02  OPC-05  OPC-08  OPE-11  OPC-11  OPE-14  และ OPC-13  
จาก 23 ไพรเมอร ที่ทําการทดสอบ คัดเลือกเพียง 7 ไพรเมอรที่ใหแถบดีเอ็นเอชัดเจน จากแถบดีเอ็น
เอทั้งหมด 109 แถบที่ไดจากเทคนิคอารเอพีดี เปนแถบที่ใหความแตกตาง (polymorphism) จํานวน 
106 แถบ คิดเปน 97.25% จากรูปแบบของแถบดีเอ็นเอที่ได ไมพบแถบดีเอ็นเอที่มีความจําเพาะ
เจาะจงตอพืชสกุลสมชนิดใดชนิดหนึ่ง  เมื่อนําแถบดีเอ็นเอที่มีความแตกตางไปวิเคราะหหา
ความสัมพันธและความใกลชิดทางพันธุกรรมดวย UPGMA cluster analysis หาคา  similarity 
coefficient โดยวิธีการของ Jaccard ในโปรแกรม  NTSYS   ผลการวิเคราะหคาดัชนีความใกลชิดทาง
พันธุกรรมของพืชสกุลสมจํานวน 77 ตน อยูในชวง 0.523-0.982 โดยมีคาเฉลี่ยเทากับ 0.709  
สามารถจัดกลุมตามความสัมพันธและความใกลชิดทางพันธุกรรมได เปน 5 กลุม และพบวาจะมีสม
บางพันธุกระจายอยูในกลุมของสมชนิดอื่น เชน สมแปนขี้มาที่เก็บจากอําเภอชะอวด  จังหวัด
นครศรีธรรมราช  จากลักษณะทางสัณฐานวิทยาพบวา สมตัวอยางนี้ผลสุกแกเต็มที่มีสีสมในขณะที่
สมแปนขี้มาตัวอยางอื่น ๆ ผลสุกแกเต็มที่มีสีเขียวเขม  ซ่ึงอาจเกิดจากการปรับตัวใหเขากับ
สภาพแวดลอมของพืช และยังพบวาสมกลุม C. reticulata Blanco กระจายอยูในกลุม II  III  IV และ 
V อีกหลายตัวอยาง สอดคลองกับ Fang และ Roose (1997) ที่สรุปวาสมในกลุมแมนดาริน           
(C. reticulata Blanco) มีความหลากหลายทางพันธุกรรมภายในกลุมมากกวาสมชนิดอื่นๆ เชน สวี
ทออเรนซ เกรฟฟรุท เลมอน trifoliate oranges และ Citranges นอกจากนี้มะกรูดหวานเปนสมอีก
ชนิดหนึ่งที่พบความหลากหลายคอนขางมากซึ่งกระจายตัวอยูในกลุมที่ 3  4 และ5  เปนตน ทั้งนี้
คาดวานาจะเปนเพราะการผสมขามภายใน และระหวางชนิดของพืชตระกูลสมนั่นเอง Swingle 
(1943) แบงพืชสกุลสมออกได 16 ชนิด ในขณะที่ Tanaka (1977) แบงสมออกไดถึง 162 ชนิด 
Moore (2001) ใหความเห็นวา Swingle และTanaka จําแนกสมตางกันมาก ตัวอยางเชน Swingle จัด
สมแมนดารินพันธุปาของญี่ปุนและอินเดียเปน    C. reticulata Blanco ในขณะที่ Tanaka แยกสม
แมนดารินพันธุปาญี่ปุน และอินเดียเปน C. tachibana  และ C.indica ตามลําดับ โดยรวม  Tanaka 
แยกสมกลุมแมนดารินไดมากถึง 36 ชนิด อยางไรก็ตาม Barrett และ Rhodes (1976) สรุปวาพืชสกุล 
Citrus ประกอบดวยสมเพียง 4 ชนิด คือซิตรอน (C. medica L.) แมนดาริน (C. reticulata Blanco) 
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สมโอ [C. grandis (L.) Osb., C. maxima (Burm.) Merr.] และ C. halimii Stone นอกเหนือจากทั้ง 4 
ชนิดนี้แลว เปนสมที่เกิดการผสมขามระหวางสม 4 ชนิดนี้ทั้งสิ้น 

การศึกษาความใกลชิดทางพันธุกรรมของพืชสกุลสมดวยเทคนิคไมโครแซทเทล
ไลท พบวา ไพรเมอรทั้ง 4 ไพรเมอรที่ทําการทดสอบใหแถบที่มีความแตกตางทั้งหมด โดยมีคาดชันี
ความใกลชิดทางพันธุกรรมอยูในชวง 0.534-1.000 มีคาเฉลี่ยเทากับ 0.728 ซ่ึงสูงกวาเทคนิคอารเอพี
ดีเล็กนอย และใหแถบดีเอ็นเอที่มีความแตกตางสูงกวาเทคนิคอารเอพีดี สอดคลองกับการศึกษาของ 
Manimekalai และ Kumaran (2006) ทําการศึกษาในมะพราวจํานวน 33 พันธุ พบวาเทคนิคไมโค
รแซทเทลไลทใหแถบดีเอ็นเอที่มีความแตกตาง หรือมีคา polymorphism 100% ในขณะที่
เครื่องหมายอารเอพีดีใหคา polymorphism 76.7% การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมขาวปา 
ของ Guo-qin และคณะ (2005) พบวาเครื่องหมายอารเอพีดีใหแถบที่แตกตางกันคิดเปน 4.70% สวน
ไมโครแซทเทลไลทใหแถบที่แตกตางกันคิดเปน 47.62% จากผลดังกลาวแสดงใหเห็นวาความ
แตกตางของแถบดีเอ็นเอจะมีมากหรือนอย ขึ้นอยูกับพันธุกรรมของพืชที่ศึกษาดวย เชนหากเปนพืช
ผสมตัวเอง เปอรเซ็นตของแถบดีเอ็นเอที่มีความแตกตางจะนอยกวาพืชผสมขาม นอกจากนี้แลว
ความแตกตางของแถบดีเอ็นเอยังขึ้นกับเครื่องหมายที่ใชศึกษาดวยเชนกัน เชนการศึกษาของ Belaj 
และคณะ (2003) ศึกษาความสัมพันธทางพันธุกรรมในมะกอกโดยใชเทคนิคอารเอพีดี เอเอฟแอลพี 
และไมโครแซทเทลไลท  เปรียบเทียบผลที่ไดจากเทคนิคเหลานี้พบวา เทคนิคไมโครแซทเทลไลท 
ใหเปอรเซ็นตความเปน  polymorphism  สูงและสามารถแสดงความเปน heterozygosity ไดมากกวา
อารเอพีดีและเอเอฟแอลพี ทั้งนี้เพราะไมโครแซทเทลไลทหรือลําดับเบสซ้ํา เปนดีเอ็นเอที่มีขนาด
ของชุดซ้ําสั้นมากเพียง 1-4 คูเบส หรือไมเกิน 10 คูเบส จะพบกระจายอยูทั่วไปทั้งจีโนม และมี
ลักษณะแตกตางกันในแตละสิ่งมีชีวิต ซ่ึงชุดเบสซ้ํา 3-4 คูเบส จะพบนอยกวาชุดเบสซ้ํา 2 คูเบส 
ลําดับเบสซ้ํานี้จะใหขอมูลมาก เพราะวาเปนเครื่องหมายแบบขมรวม (codominant) ในขณะที่อารเอ
พีดีและเอเอฟแอลพี เปนเครื่องหมายที่แสดงออกแบบขม (dominant) (สุรินทร, 2545) ซ่ึงสอดคลอง
กับการศึกษาครั้งนี้ที่พบวาแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏจากการใชเทคนิคไมโครแซทเทลไลทที่ใช        
ไพรเมอร 4 ไพรเมอรใหจํานวนแถบดีเอ็นเอสูงกวา ไพรเมอร 7 ไพรเมอรจากเทคนิคอารเอพีดี และ
ไพรเมอรไมโครแซทเทลไลทที่มีชุดเบสซ้ํา 2 คูเบส (ไพรเมอร AC01, AG14 และGT03) ใหจํานวน
แถบดีเอ็นเอมากกวาไพรเมอรที่มีชุดเบสซ้ํา 3 คูเบส (CAG01) ชุดเบสซ้ําที่มีลําดับเบส AG/TC ให
แถบดีเอ็นเอมากที่สุดจํานวน 40 แถบ สอดคลองกับรายงานของ สุรีพร (2546) รายงานวาในจีโนม
ของพืชเขตรอนสวนใหญ เชน ขาวโพด จะพบลําดับเบสซ้ํา (GT)n  และ(AG)n ในปริมาณมาก  
Novelli และคณะ (2006) ทดลองหาไพรเมอรที่สามารถใหแถบดีเอ็นเอที่มีความแตกตางจํานวนมาก
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ในสมกลุมสวีทออเรนซ พบชุดเบสซ้ํา AG/TC มากที่สุดคิดเปน 69% ในขณะที่พบเบสซ้ํา 3 ตัว คิด
เปน 14.2% โดย 8 % เปนเบสซ้ําTCA/AGT  และ 6.2 % เปนเบสซ้ํา AAC/TTG 

เมื่อทําการวิเคราะหขอมูลรวมกันของเทคนิคอารเอพีดีและไมโครแซทเทลไลท         
ใหคาดัชนีความใกลชิดทางพันธุกรรมอยูระหวาง 0.569-0.991 และมีคาเฉลี่ยเทากับ 0.719 สวนสม
โอพันธุคลานเปนสมโอเพียงตัวอยางเดียวที่ปรากฏในกลุมที่ III  ซ่ึงแตกตางจากสมโอตัวอยางอื่นที่
ปรากฏในกลุมที่ I  อยางไรก็ตาม  จรัสศรี และคณะ (2546) รายงานวา  ลักษณะภายนอกบาง
ประการของสมโอพันธุหอมหาดใหญและพันธุคลานมีความใกลเคียงกัน เชน ลักษณะใบ และผล 
แตเมื่อวิเคราะหคาดัชนีความใกลชิดทางพันธุกรรมแลว พบวา  สมโอพันธุหอมหาดใหญกับพันธุ
คลานมีคาดัชนีความใกลชิดทางพันธุกรรมเทากับ 0.690 ซ่ึงมีความใกลชิดทางพันธุกรรมกับสมโอ
หอมหาดใหญนอยกวาพันธุสีดอกคํา  สอดคลองกับการศึกษาในครั้งนี้ที่พบวาสมโอพันธุหอม
หาดใหญกับพันธุคลานมีคาดัชนีความใกลชิดทางพันธุกรรมเทากับ  0.689 และพบวา ผลของสมโอ
พันธุคลาน มีขนาดเล็กกวาสมโอหอมหาดใหญ  ซ่ึงอาจมีสาเหตุมาจากสภาพแวดลอม  และการดูแล
รักษา  เปนตน 

จากผลการศึกษาแสดงใหเห็นวาทั้งสองเทคนิคสามารถนํามาใชในการศึกษา
ความสัมพันธทางพันธุกรรมของพืชสกุลสมไดดี  และใหคาดัชนีความใกลชิดทางพันธุกรรมที่
ใกลเคียงกัน  แตเทคนิคไมโครแซทเทลไลทมีประสิทธิภาพมากกวาเมื่อเทียบกับเทคนิคอารเอพีดี 
เนื่องจากในการทดลองครั้งนี้ใชไพรเมอรเพียง 4 ชนิดก็สามารถใชศึกษาความสัมพันธทาง
พันธุกรรมไดใกลเคียงกับเทคนิคอารเอพีดี 7 ไพรเมอร ใหผลใกลเคียงกับการศึกษาของ กรกช 
(2550) ที่รายงานวาการศึกษาความสัมพันธของยางพาราพันธุดั้งเดิม และยางพาราพันธุแนะนําโดย
ใชเทคนิคอารเอพีดี  8 ไพรเมอร รวมกับเทคนิคไมโครแซทเทลไลท 3 ไพรเมอร พบวาเทคนิคไมโค
รแซทเทลไลทที่ใชไพรเมอรเพียง 3 ชนิด สามารถใหประสิทธิภาพใกลเคียงกับเทคนิคอารเอพีดีที่
ใชไพรเมอร 8 ไพรเมอร  ทั้งนี้อาจมีสาเหตุมาจากเทคนิคอารเอพีดีมีขอจํากัดในเรื่องความไวตอ
ปจจัยตางๆ ที่เกียวของหลายปจจัย เชนสภาพในการทําพีซีอาร คุณภาพของดีเอ็นเอ รวมไปถึงไพร
เมอรที่ใช   และการจับตัวของไพรเมอรกับดีเอ็นเอตนแบบที่เปนแบบสุมดวยไพรเมอรชนิดเดียว 
สวนไมโครแซทเทลไลทนั้น คุณภาพของดีเอ็นเอที่ใชในการทําพีซีอารไมจําเปนตองมีคุณภาพดี
มากเหมือนกับเทคนิคอารเอพีดี (สุรินทร, 2545) เนื่องจากมีตําแหนงของการจับกับดีเอ็นเอตนแบบ
ที่แนนอนดวยไพรเมอร 2 ชนิดที่ตําแหนง 5’ ของสายดีเอ็นเอทั้ง 2 เสน  แตไมโครแซทเทลไลท
จะตองปรับสภาวะที่เหมาะสมในการทําพีซีอาร เชนการปรับอุณหภูมิใหมีความจําเพาะสําหรับการ
เขาจับของไพรเมอรซ่ึงขึ้นกับขนาดและองคประกอบของเบสในไพรเมอรขั้นตอนที่ไพรเมอรเขา
เกาะกับดีเอ็นเอตนแบบเปนขั้นตอนที่สําคัญที่สุด อุณหภูมิสําหรับการเขาเกาะของไพรเมอรกับดี
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เอ็นเอตนแบบจะใชอุณหภูมิที่ต่ํากวาคา Tm (melting temperature: อุณหภูมิที่ทําใหดีเอ็นเอเสียสภาพ
ธรรมชาติ 50%) ประมาณ 5 องศาเซลเซียส (กรกช, 2550) อยางไรก็ตามทั้งสองเทคนิคตางก็มีขอดี 
และขอจํากัด แตกตางกัน ดังนั้นการใชทั้งสองเทคนิครวมกันนาจะเพิ่มประสิทธิภาพและความ
แมนยํามากยิ่งขึ้น  

Spiegel-Roy และ Goldschmidt (1996) กลาวไววา พืชสกุลสมมีความแปรปรวน 
และความหลากหลายทางพันธุกรรมสูง เนื่องจากสมเปนพืชผสมขาม โอกาสที่จะเกิดการผสมขาม
กันระหวางชนิดและพันธุเปนไปไดคอนขางสูง นอกจากนี้ความแปรปรวนของพืชสกุลสมมีผลมา
จากปจจัยหลายประการนอกเหนือจากการเกิดการผสมขาม เชนการเกิดการกลายพันธุ และวิธีการที่
ใชในการขยายพันธุ (Novelli et al., 2006)   ตัวอยางในการผสมขามระหวางสมตางชนิดเชน          
C. nobilis Lour. หรือสมจุกเกิดจากการผสมขามระหวาง C. reticulate Blanco กับ C. sinensis 
Osbeck  (Chomchalow, 1984)   เชนเดียวกับการศึกษาในครั้งนี้ เมื่อพิจารณาจากเดนโดรแกรมทั้ง 3 
เดนโดรแกรม  พบวาสมจุก (C. nobilis Lour.) ทุกตัวอยาง จัดอยูในกลุมเดียวกันกับ มิดถัง           
(C. sinensis  Osbeck) โชกุน คลีโอพัตรา และซัสซูมา (C. reticulata Blanco) และเดนโดรแกรมจาก
เทคนิคอารเอพีดีรวมกับไมโครแซทเทลไลทพบวา สมจุกมีคาความใกลชิดทางพันธุกรรมกับ
สมเขียวหวาน โชกุน และซัสซูมา โดยมีคา similarity coefficient อยูระหวาง 0.724-0.871 ในขณะที่
ความใกลชิดทางพันธุกรรมของสมมิดถัง และสมจุกมีคาอยูในชวง 0.742-0.880  นอกจากนี้พบวา
สมจังกระทั้ง 4 ตัวอยาง ซ่ึงเปนสมที่ไมทราบชนิดถูกจัดอยูในกลุมนี้ดวย ซ่ึงสมจังกระ 2 ตัวอยาง ที่
เก็บจากพืชสวนตรัง และอีก 1 ตัวอยางจากสถานีวิจัยคลองหอยโขง มีคาดัชนีความใกลชิดทาง
พันธุกรรมใกลเคียงกับสมคลีโอพัตรามากที่สุด (0.822-0.840) และจังกระอีก 1 ตัวอยาง จากสถานี
วิจัยคลองหอยโขง มีคาดัชนีความใกลชิดทางพันธุกรรมใกลเคียงกับสมแปนขี้มาจากอําเภอชะอวด 
จังหวัดนครศรีธรรมราชมากกวาชนิดอื่น (0.791) อยางไรก็ตามทั้งสมคลีโอพัตราและสมแปนขี้มา
จัดเปนสมที่อยูในกลุมแมนดาริน (C. reticulate Blanco) ดังนั้นจึงคาดวาจังกระนาจะเปนสมที่อยูใน
กลุมนี้ สวนสมที่ไมทราบชนิดอีก 1 ตัวอยาง มีลักษณะผิวคลายกับมะกรูดแตที่ขั้วผลมีลักษณะเปน
จุกคลายกับสมจุก และมีขนาดของผลใกลเคียงกับสมจุกใหญ แตพบวามีคาดัชนีความใกลชิดทาง
พันธุกรรมใกลชิดกับสมโอมากที่สุด (0.804) เมื่อวิเคราะหความใกลชิดทางพันธุกรรมโดยใช
เทคนิคอารเอพีดีเพียงอยางเดียวพบวา คาดัชนีความใกลชิดทางพันธุกรรมของสมที่ไมทราบชนิด
ตัวอยางนี้มีคาความใกลชิดทางพันธุกรรมกับ สมจุก จากศูนยวิจัยพืชสวนตรัง และสมแปนขี้มาที่
เก็บจากอําเภอสทิงพระ จังหวัดสงขลามากที่สุด (0.807) อยางไรก็ตามมีรายงานในพืชหลายชนิดที่
พบวา เมื่อแบงกลุมพืชโดยอาศัยลักษณะสัณฐานวิทยาและเปรียบเทียบการใชเครื่องหมายโมเลกุล 
พบวาใหผลที่แตกตางกันและสรุปวาลักษณะสัณฐานวิทยาไมมีความสัมพันธกับแถบดีเอ็นเอที่
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ศึกษา เชน การศึกษาเชื้อพันธุกรรมสมกลุมแมนดารินในทางตอนใตของประเทศบราซิล  พบวาเมื่อ
จําแนกสมกลุมนี้โดยใชลักษณะทางสัณฐาน เชน ความกวาง ความยาว ความยาวของกานใบ  สีของ
กลีบผล จํานวนกลีบผล และจํานวนเมล็ดตอผลใหผลไมตรงกันกับการใชเครื่องหมายไมโครแซท
เทลไลท  (Santos et al, 2003) เปนตน 

จากผลการศึกษาครั้งนี้แสดงใหเห็นถึงความหลากหลายของพืชสกุลสมในภาคใต 
ซ่ึงสวนใหญนาจะเกิดจากการผสมขามระหวางชนิด หรือระหวางพันธุ และมีการขยายพันธุตอมา
โดยการใชเมล็ด ความหลากหลายที่เกิดขึ้น แมจะไมมีความสําคัญทางเศรษฐกิจ แตก็สมควรที่จะมี
การอนุรักษพันธุในแงของการใชประโยชนในดานอื่น เชน เปนแหลงพันธุกรรมสําหรับการ
ปรับปรุงพันธุ  หรือใช เปนตนตอสําหรับพันธุ เศรษฐกิจ  ที่ออนแอตอโรคทางราก   และ
สภาพแวดลอม ดังรายงานของ มงคล (2535) รายงานวา ในพืชสกุลสมมีการติดตาตอกิ่งกันระหวาง
ชนิดไดกวางขวางมาก โดยไมเกิดปญหามากนัก  และสามารถนํามาใชประโยชนทางดานการคาได   
ในขณะที่พืชตระกูลอ่ืน มีโอกาสทําไดสําเร็จนอยกวา สําหรับการจําแนกพันธุการอาศัยลักษณะ
สัณฐานวิทยาเพียงอยางเดียว ไมเพียงพอ ตองอาศัยเทคโนโลยีชีวภาพ เขามาเปนเครื่องมือที่มี
ประสิทธิภาพและแมนยํา เชนการใชเครื่องหมายโมเลกุลอารเอพีดี หรือไมโครแซทเทลไลท จาก
การศึกษาครั้งนี้ ซ่ึงพบวาทั้งสองเครื่องหมายใหผลของจําแนกชนิดและพันธุใกลเคียงกัน ทั้งนี้
ขึ้นกับจํานวนและชนิดของไพรเมอรที่นํามาทดสอบตองมากพอ และมีความเหมาะสมดวยเชนกัน 
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