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ABSTRACT

The major commercial lime cultivars in Thailand are Mexican lime (Citrus aurantifolia  
(Christm.) Swingle) and Tahiti lime (C. latifolia (Yu. Tanaka) Tanaka). These cultivars are 
either not resistant to diseases or the fruit quality do not meet the market demand. To 
breed for new cultivars with improved disease resistance and quality, lime and acid Citrus 
germplasms are the sources of parental lines. Information on genetic relationship between 
lime and acid Citrus germplasms will be very helpful for parental lines selection. This study 
aims to study the genetic relationship of 55 accessions of lime and acid Citrus germplasms 
by using Inter Simple Sequence Repeat (ISSR) markers. Four primers of ISSR generated 33 
DNA bands with 87.5% polymorphism. Dendrogram revealed the ability of 4 ISSR primers 
to cluster lime and acid Citrus into four groups, a group of Mexican lime and Tahiti lime,  
a group of citron and lemon, a group of kaffir lime, and a group of finger lime which coincide 
with the classification of lime and acid Citrus to their species. Focusing on 26 accessions 
of Mexican lime, ISSR primer 814 could separate Mexican lime into two groups. Group  
A contained 13 accessions in which the average fruit weight, fruit rind thickness, and seed 
number were all less than group B which also contained 13 accessions.
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บทคัดย่อ
	 มะนาวพันธุ์ที่ส�ำคัญในประเทศไทย คือ 
มะนาวเม็กซิกัน และมะนาวตาฮิติ แต่ยังพบว่า  
พันธุ์มะนาวที่นิยมปลูกยังมีความอ่อนแอต่อโรค 
หรือคุณภาพผลบางประการอาจยังไม่ดีพอ เพื่อ
พัฒนาพันธุ์มะนาวให้ดียิ่งขึ้น การศึกษาความ
สัมพันธ์ทางพันธุกรรมของมะนาวและพืชสกุลส้ม
ทีใ่ห้รสเปรีย้วในเช้ือพนัธกุรรม จะเป็นประโยชน์ต่อ
การคดัเลอืกพันธุท่ี์จะน�ำมาใช้ในการปรบัปรงุพนัธุ์
มะนาว งานวิจัยนี้จึงได้ศึกษาความสัมพันธ์ทาง
พันธุกรรมมะนาวและพืชสกุลส้มท่ีให้รสเปรี้ยว  
ที่รวบรวมจากแหล่งเชื้อพันธุกรรมต่าง ๆ จ�ำนวน 
55 สายพันธุ ์ ด ้วยเครื่องหมายโมเลกุลชนิด  
inter simple sequence repeat (ISSR) พบว่า
เครื่องหมาย ISSR ทั้ง 4 ไพรเมอร์ แสดงแถบ
ดเีอน็เอทัง้หมด 33 แถบ ให้เปอร์เซน็ต์พอลมิอร์ฟิซมึ  
87.5 % สร้างเดนโดแกรมที่สามารถจ�ำแนก
มะนาวและพืชสกุลส้มที่ให้รสเปรี้ยวออกเป็น 4 
กลุ่ม คือ กลุ่มของมะนาวเม็กซิกันและมะนาว 
ตาฮิติ กลุ่มของ citron และเลมอน กลุ่มมะกรูด 
และกลุ่มมะนาวนิ้วมือ ซึ่งการแบ่งกลุ่มนี้สามารถ
จัดกลุ่มได้ตามสปีชีส์ เม่ือพิจารณาเฉพาะกลุ่ม
มะนาวเมก็ซกินัจ�ำนวน 26 พันธุ ์เครือ่งหมาย ISSR  
ไพรเมอร์ 814 สามารถจ�ำแนกมะนาวเม็กซิกัน
ออกเป็น 2 กลุ่ม คือ กลุ่ม A จ�ำนวน 13 พันธุ์ มี
ค่าเฉลีย่น�ำ้หนกัผล ความหนาเปลือก และปริมาณ
เมล็ดน้อยกว่ามะนาวในกลุ่ม B จ�ำนวน 13 พันธุ์ 

ค�ำส�ำคัญ: มะนาว, Citrus, เครื่องหมายดีเอ็นเอ, 
ISSR

บทน�ำ
	 มะนาวพันธุ์การค้าที่ส�ำคัญต่อเศรษฐกิจ
ของประเทศไทยมีอยู ่  2 ชนิด คือ Citrus  
aurantifolia (Christm.) Swingle มีชื่อสามัญ คือ 
มะนาวเมก็ซกินั (mexican lime) และ C. latifolia  
(Yu. Tanaka) Tanaka มชีือ่สามญัคอื มะนาวตาฮติิ  

(tahiti lime) (ส�ำนักงานมาตรฐานสินค้าเกษตร
และอาหารแห่งชาติ, 2560) โดยในประเทศไทย
นิยมบริโภคมะนาวเม็กซิกันมากกว่า เนื่องจากมี
กลิ่นหอม ในขณะที่มะนาวตาฮิติแม้จะมีน�้ำมาก 
และไร้เมล็ดแต่กลิ่นไม่หอม ปัญหาของเกษตรกร
ผู้ปลูกมะนาวในประเทศไทยที่ส�ำคัญและท�ำให้
ผลผลติเสยีหาย ได้แก่ การเกดิโรคแคงเกอร์ แม้จะ
มีการปรับปรุงพันธุ์มะนาวเพื่อให้ต้านทานต่อโรค
แคงเกอร์ แต่ผลผลิตยังไม่เป็นที่นิยมต่อผู้บริโภค
เนือ่งจาก มีเปลอืกหนาและเมลด็มาก จงึจ�ำเป็นต้อง
มีการพัฒนาปรับปรุงพันธุ์มะนาวต่อไป วสรรญ  
(2558) รายงานว่า การคัดเลือกพันธุ์มะนาวจาก
เชื้อพันธุกรรม เพ่ือปรับปรุงให้ได้คุณภาพของผล
มะนาวที่ดีขึ้นและสามารถต้านทานโรคได้ อาจ
ปรับปรุงพันธุ์มะนาวโดยการผสมมะนาวเม็กซิกัน
เข้าด้วยกัน หรืออาจน�ำพืชสกุลส้มท่ีให้รสเปรี้ยว
ชนิดอ่ืนเข้ามาผสม ดังนั้น จึงจ�ำเป็นต้องมีการ
รวบรวมเชือ้พนัธกุรรมมะนาวและพชืสกลุส้มทีใ่ห้
รสเปรีย้ว โดยเชือ้พันธกุรรมมะนาวทีร่วบรวมอาจ
พบความหลากหลายทางพนัธกุรรม เพราะมะนาว
มีการขยายพันธุ์ทั้งแบบอาศัยเพศและไม่อาศัย
เพศ การขยายพันธุแ์บบไม่อาศยัเพศอาจพบความ
หลากหลายทางพันธุกรรมจากการกลายพันธุ์จาก
ตาได้ (bud mutation) ส�ำหรบัการขยายพนัธุแ์บบ
อาศัยเพศโดยการเพาะเมล็ด อาจพบการกลาย
พันธุ์ไปจากต้นแม ่ เนื่องจาก มะนาวเป็นลูกผสม
ของ C. micrantha กับ C. medica L. (Curk  
et al., 2016) ปัญหาที่เกิดหลังจากการผสมพันธุ์ 
คือ เมลด็มะนาวส่วนใหญ่จะเป็น polyembryony 
อาจท�ำให้การคัดเลือกต้นที่เป็น zygote ออกจาก
ต้นที่เป็น nucellar embryony ท�ำได้ยาก ดังนั้น  
การใช้เครื่องหมายโมเลกุลมาช่วยในการคัดเลือก
พันธุ์ของมะนาวเพื่อน�ำมาปรับปรุงพันธุ์ ข้อมูล
ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม จะช่วยให้การคัด
เลือกพันธุ์ที่จะน�ำมาผสมเพื่อให้เกิดพันธุ์ใหม่ที่
หลากหลายและอาจมีลักษณะที่ดีขึ้นกว่าเดิมได้ 
นอกจากนี้ เครื่องหมายโมเลกุลยังช่วยในการ 
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คดัเลอืกลกูผสมใหม่ ท�ำได้อย่างรวดเรว็และแม่นย�ำ 
สามารถคัดเลือกได้ตั้งแต่ในระยะต้นกล้า ไม่ต้อง
รอให้ต้นมะนาวโตจนได้ผลผลิต
	 การใช้เครื่องหมายโมเลกุลในการศึกษา
ความสมัพนัธ์ทางพันธุกรรมของเชือ้พันธกุรรมพชื 
สกลุส้ม เช่น randomly amplified polymorphic  
DNA (RAPD) inter simple sequence  
repeat (ISSR) inter-retrotransposon amplified  
polymorphism (IRAP) retrotransposon  
microsatellite amplified polymorphism  
(REMAP) ซึ่งเครื่องหมายโมเลกุลเหล่านี้แสดง
ระดับ polymorphism ได้สงู สามารถแสดงความ
แตกต่างของพนัธกุรรมได้มปีระสทิธภิาพใกล้เคยีง
กัน นอกจากนี ้ISSR เป็นเครือ่งหมายโมเลกลุทีไ่ม่
ซบัซ้อน ท�ำได้อย่างง่ายและรวดเรว็ โดยไม่จ�ำเป็น
ต้องทราบข้อมลูล�ำดบัเบสของสิง่ทีจ่ะศกึษามาก่อน 
และต�ำแหน่ง simple sequence repeat (SSR) 
เป็นต�ำแหน่งท่ีมกีระจายท่ัวไปในจโีนม  ISSR เป็น
เทคนิคที่สามารถจ�ำแนกพันธุกรรมได้ดีรองลงมา
จากเทคนิค REMAP ซึ่งเป็นเทคนิคที่ต้องทราบ
ล�ำดับเบสก่อนจึงจะสามารถออกแบบไพรเมอร์
เพื่อใช้ศึกษาได้ (Biswas et al., 2010) การศึกษา
ครั้งนี้ จึงเลือกใช้เครื่องหมาย ISSR เพ่ือศึกษา
ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของเชื้อพันธุกรรม
มะนาวและพืชสกุลส้มท่ีให้รสเปรี้ยวท่ีรวบรวมไว้
ในประเทศไทย เพื่อใช้เป็นข้อมูลส�ำหรับการคัด
เลือกพันธุ์มะนาวในการพัฒนาพันธุ์ต่อไป

อุปกรณ์และวิธีการ
1. แหล่งทีม่าของตัวอย่างมะนาวและพชืสกลุส้ม

ที่ให้รสเปรี้ยว
	 ใช้ตัวอย่างใบมะนาวและพืชสกุลส้มที่ให้
รสเปรี้ยวจ�ำนวน 55 พันธุ์ ประกอบด้วยมะนาว 
เมก็ซกินั 26 พนัธุ ์มะนาวตาฮติ ิ5 พนัธุ ์citron 5 พนัธุ ์ 
เลมอน (lemon) 3 พนัธุ ์มะกรดู (kaffir lime) 4 พนัธุ์ 
มะนาวนิ้วมือ (finger lime) 4 พันธุ์ และพืชสกุล
ส้มที่ให้รสเปรี้ยวอื่น ๆ อีก 8 พันธุ์ จากแหล่งเชื้อ

พนัธุกรรมมะนาว ได้แก่ สวนมะนาวฟาร์มตาอ้วน  
จ. ลพบุรี, ศูนย์วิจัยและพัฒนาไม้ผลเขตร้อน ภาค
วชิาพชืสวน คณะเกษตรก�ำแพงแสน มหาวิทยาลยั
เกษตรศาสตร์ วทิยาเขตก�ำแพงแสน, ฟาร์มมะกรดู 
จ.ลพบุรี และสวนไม้ผล จ.จันทบุรี 

2. การสกัดดีเอ็นเอ
	 เก็บตัวอย่างใบอ่อนของมะนาวและพืช
สกลุส้มทีใ่ห้รสเปรีย้ว แช่เยน็ เม่ือถงึห้องปฏบัิติการ  
แบ่งตัวอย่างออกมาประมาณ 25 มก./ตัวอย่าง 
น�ำมาสกดัดเีอน็เอ ด้วยวธิทีีด่ดัแปลงมาจาก Doyle 
and Doyle (1987) โดยใน 2% CTAB extraction 
buffer (2% CTAB, 1.4 M Nacl, 20 mM EDTA, 
100 mM Tris-Hcl pH 8.0, 0.2% 2-mercap-
toethanol) เติม 1% polyvinylpyrollidone แล้ว
บดตัวอย่างพืชให้ละเอียด ดูดสารละลายใส่หลอด  
microtube บ่มที่อุณหภูมิ 60 ๐°°ซ. เป็นเวลา 1 ชม.  
จากนั้น เติม chloroform : isoamyl alcohol 
อัตราส่วน 24:1 ปริมาตร 1 เท่า แล้วปั่นเหวี่ยงที่
ความเรว็ 13,000 รอบ/นาท ีเป็นเวลา 15 นาท ีดูดชัน้  
aqueous phase ใส่หลอดใหม่เติม isopropanol 
ปริมาตร 1 เท่า แล้วน�ำไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 
8,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 5 นาที เพื่อตกตะกอน
ดีเอ็นเอ ล้างตะกอนดีเอ็นเอด้วย 75% ethanol 
น�ำไปป่ันเหวีย่งอกีครัง้ทีค่วามเร็ว 8,000 รอบ/นาท ี
เป็นเวลา 5 นาที เทส่วนใสที่ได้จากการปั่นเหวี่ยง
ทิ้ง ตากตะกอนให้แห้ง จากนั้น จึงละลายตะกอน
ดีเอ็นเอด้วย TE buffer (10 mM Tris-HCl pH 
8.0, 1 mM EDTA) ทีมี่ RNAse 20 ไมโครกรมั/มล.  
น�ำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 ๐°°ซ. นาน 20 นาที แล้วเก็บ
ดีเอ็นเอไว้ที่อุณหภูมิ -20 ๐°°ซ.

3. การวิเคราะห์ลายพิมพ์ดีเอ็นเอด้วยเทคนิค 

ISSR
	 น�ำดีเอ็นเอที่สกัดได้ทั้ง 55 ตัวอย่าง (จาก
ข้อ 2) มาเพิ่มปริมาณชิ้นส่วนที่อยู่ระหว่างส่วนที่
ซ�ำ้กนั (SSR) โดยท�ำปฏกิิรยิา PCR ด้วยไพรเมอร์  
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4 ไพรเมอร์ (Table 1) ในปฏิกิริยาประกอบด้วย 
1x PCR buffer 1.5 mM, MgCl

2
 0.2 mM, 

dNTPs 0.2 µM primer ExcelTaqTM, Taq 
DNA polymerase (SMOBIO, Hsinchu City, 
Taiwan) 1lμ และดีเอ็นเอ 50 นาโนกรัม โดย
ท�ำปฏิกิริยาสังเคราะห์ชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่ 94 ๐°°°ซ. 
เป็นเวลา 3 นาที และท�ำปฏิกิริยา 35 รอบ ที ่
94๐°°°ซ. เป็นเวลา 1 นาที 42-55 ๐°°°ซ. เป็นเวลา 45 
วินาที และ ที่ 72 ๐°°°ซ. เป็นเวลา 1 นาที และขั้น
ตอนสุดท้ายที่ 72 ๐°°°ซ. เป็นเวลา 7 นาที จากนั้น 
น�ำผลผลิต PCR ที่ได้มาตรวจสอบด้วย 1.5% 
agarose gel electrophoresis แล้วถ่ายภาพ

ด้วย Gel Documentation (Syngene InGenius 
LHR Gel Doc System, Maryland, USA) โดย
เทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน (ExcelBandTM 100 
bp+3K DNA Ladder (SMOBIO, Hsinchu City,  
Taiwan)) บันทึกข้อมูลแถบดีเอ็นเอที่เกิดข้ึน ถ้า
มีแถบดีเอ็นเอปรากฏให้คะแนน 1 ถ้าไม่มีแถบ
ดีเอ็นเอปรากฏให้คะแนน 0 และน�ำผลการให้
คะแนนมาสร้างแผนภาพ dendrogram ด้วย
วิธี unweighted pair group method with 
arithmetic mean (UPGMA) โดยเปรยีบเทยีบค่า
สัมประสิทธิ์ความเหมือน Dice (Dice similarity 
coefficient) ด้วยโปรแกรม PAST

Table 1 List of primers used in this study 

ISSR primer Nucleotide sequence (5’-3’) Annealing Temperature (๐°°ºC)
809 AGAGAGAGAGAGAGAGG 45

810 GAGAGAGAGAGAGAGAT 42

814 CTCTCTCTCTCTCTCTA 42

861 ACCACCACCACCACCACC 55

Data from Biswas et al. (2010)

4. การเก็บข้อมูลน�้ำหนักผล ความหนาเปลือก 

และจ�ำนวนเมล็ด
	 เนื่องจาก คุณภาพน�้ำหนักผล ความหนา
เปลือก และจ�ำนวนเมล็ด เป็นองค์ประกอบที่ผู้
บริโภคมะนาวให้ความส�ำคัญ ส่งผลให้เกษตรกร
ต้องเพาะปลูกมะนาวให้ตรงตามพันธุ์ท่ีผู้บริโภค
ต้องการ และผู้บริโภคในประเทศไทยนิยมบริโภค
มะนาวเม็กซิกัน จึงได้ศึกษาข้อมูลคุณภาพผล 
ดังกล่าว โดยเก็บตัวอย่างผลมะนาวเม็กซิกันที่ให้
ผลผลติได้ในเดอืนมกราคม 2561 จ�ำนวน 16 พนัธุ์  
โดยแบ่งกลุ่มตาม Band Pattern ท่ีได้จากการ
วเิคราะห์ลายพมิพ์ดเีอน็เอด้วยเทคนคิ ISSR (ข้อ 3)  
คือ กลุ่ม Band Pattern A จ�ำนวน 5 พันธุ ์
ได้แก่ แป้นร�ำไพ, แป้นบ้านแพ้ว, แป้นสิรินนท์, 
มะนาวไร้หนาม และดกดไูบ  กลุม่ Band Pattern B 
จ�ำนวน 11 พันธุ ์ได้แก่ แป้นพจิติร 1, แป้นพจิติร 2,  

แป้นพิจิตร 4, แป้นจ�ำรัส 29, แป้นจ�ำรัส 28,  
แป้นจ�ำรัส 9, แป้นใหญ่, แป้นเจ้าพระยา, แพรวา, 
ดกพิเศษ และ เอี่ยมเซ้ง ณ แปลงเกษตรกร  
สวนมะนาวฟาร์มตาอ้วน จ. ลพบรุ ีทีป่ลกูในวงบ่อ
ซเีมนต์ จ�ำนวนพนัธุล์ะ 1-10 ผล ชัง่น�ำ้หนกัผล วดั
ความหนาเปลือกโดยใช้ Digital Vernier Caliper 
วัด 3 ด้าน และนับจ�ำนวนเมล็ด หาค่าเฉลี่ยจาก
ข้อมูลทั้งหมดของกลุ่ม A และกลุ่ม B แล้วเปรียบ
เทียบค่าเฉลี่ยด้วย student t-test ในโปรแกรม 
Microsoft Excel 2016

ผลการทดลองและวิจารณ์
1. การวเิคราะห์ลายพิมพ์ดเีอน็เอของมะนาวและ

พืชสกุลส้มที่ให้รสเปรี้ยว
	 ISSR ทัง้ 4 ไพรเมอร์ สามารถใช้เพิม่ปรมิาณ
ดีเอ็นเอได้ และสามารถแสดงความแตกต่าง 
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ของแถบดีเอ็นเอในตัวอย่างมะนาวและพืชสกุล
ส้มที่ให้รสเปรี้ยวจ�ำนวน 55 ตัวอย่างได้อย่าง
ชัดเจน ไพรเมอร์ท้ัง 4 ไพรเมอร์ สามารถเพิ่ม
ตัวอย่างดีเอ็นเอได้ทั้งส้ิน 33 แถบ ที่มีขนาด
ต่างกันต้ังแต่ประมาณ 400-1700 bp จ�ำนวน 
แถบดีเอ็นเอต่อไพรเมอร์อยู่ในช่วง 5-11 แถบ 
เฉลี่ย 8.25 แถบต่อไพรเมอร์ และให้แถบ  
polymorphic ทัง้หมด 29 แถบ เฉลีย่ 7.25 แถบต่อ
ไพรเมอร์ (Table 2) จากการศึกษา ISSR ในเชื้อ
พันธุกรรมพืชสกุลส้มของ Biswas et al. (2010) 
พบว่า ใช้ ISSR 6 ไพรเมอร์ แต่ให้แถบดีเอ็นเอ

ทั้งสิ้น 33 แถบ เช่นกัน แต่ให้แถบ polymorphic 
เพียง 28 แถบ มีค่าเฉลี่ยแถบ polymorphic  
ต่อไพรเมอร์เพียง 4.67 แถบ เมื่อเทียบเปอร์เซ็นต์
พอลิมอร์ฟิซึมพบว่า ISSR 4 ไพรเมอร์ ในการ
ศึกษาครั้งนี้สูงถึง 87.5% เมื่อเทียบกับ ISSR 
6 ไพรเมอร์ ที่ใช้ในงานวิจัยของ Biswas et al. 
(2010) ซึ่งมีเพียง 84.85% แสดงให้เห็นว่า เชื้อ
พันธุกรรมมะนาวและพืชสกุลส้มที่ให้รสเปรี้ยว
ในงานวิจัยนี้มีความหลากหลายทางพันธุกรรม
มากกว่า

Table 2  PCR amplification of ISSR bands

Primer name Total bands amplified
Polymorphic 

bands
Polymorphism 

(%)
Product size 

(bp)

809 9 9 100 500-1200

810 11 11 100 450-1600

814 5 5 100 750-1700

861 8 4 50 400-1500

Total 33 29 - -

Average 8.25 7.25 87.5 -

2. ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมมะนาวและพืช

สกุลส้มที่ให้รสเปรี้ยวด้วยเทคนิค ISSR
	 จากการวเิคราะห์ความแตกต่างทางพนัธกุรรม 
ของมะนาวและพชืสกลุส้มทีใ่ห้รสเปรีย้ว จ�ำนวน 55 
พันธุ์ ด้วยเทคนิค ISSR พบว่า ที่ค่าสัมประสิทธิ์
ความเหมอืนเฉลีย่ 0.82 สามารถจดักลุม่ได้ 4 กลุม่ 
(Figure 1) 
	 กลุ่มที่ 1 มี 32 พันธุ์ คือมะนาวเม็กซิกัน  
(C. aurantifolia (Christm.) Swingle) ซึ่งเป็น 
กลุม่ของมะนาวทีน่ยิมบรโิภคในประเทศไทย 26 พันธุ์  
และลกูผสมของมะนาวเม็กซกินั คอื มะนาวตาฮติิ  
(C. latifolia (Yu.Tanaka) Tanaka) 5 พันธุ ์
(Table 3) และ มะนาวสชีมพู 1 พนัธุ ์ ท้ัง 32 พนัธุ์  
ถกูจดัไว้ในกลุม่เดยีวกนัอาจเนือ่งจาก มะนาวตาฮติิ 
เป็นลูกผสมทีเ่กดิจากการผสมของเลมอน (lemon;  
C. limon (L.) Osbeck) กับมะนาวเม็กซิกัน  

(C. aurantifolia (Christm.) Swingle) (Curk  
et al., 2016) จงึท�ำให้มคีวามใกล้ชดิทางพนัธกุรรม 
ส�ำหรบัมะนาวสชีมพู ทีถ่กูจดัอยูใ่นกลุม่นีอ้าจเนือ่ง
มาจากการผสมพันธุ์ของมะนาวเม็กซิกัน กับส้มที่
ให้เนื้อส้มสีแดงจึงท�ำให้เนื้อมะนาวมีสีชมพู หรือ
อาจเป็นมะนาวเม็กซิกันที่ถูกตัดแต่งพันธุกรรมให้
มีความสามารถในการสร้างสารแอนโทไซยานิน 
ได้ (Dutt et al., 2016) ส�ำหรับมะนาวตาฮิติเป็น
มะนาวทีม่โีครโมโซม 3 ชดุ โดยได้โครโมโซม 1 ชดุ  
จากเลมอน และได้โครโมโซม 2 ชุด จากมะนาว 
เมก็ซกินั (Curk et al., 2016) ลกัษณะสณัฐานวทิยา
ของผลมะนาวตาฮิติมีความยาวแบบผลเลมอน  
แต่เปลือกจะบางแบบมะนาวเม็กซิกัน เทคนิค 
ISSR ไม่สามารถบ่งบอกจ�ำนวนชุดโครโมโซมได ้ 
จึงท�ำให้ไม่สามารถแยกความแตกต่างระหว่าง
มะนาวเม็กซิกันออกจากมะนาวตาฮิติ
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	 กลุ่มที่ 2 คือ citron (Citrus. medica 
L.) 5 พันธุ์ และลูกผสมของ citron คือ เลมอน  
3 พันธุ์ (Table 3, Figure 1) และพืชสกุลส้มที่
ให้รสเปรี้ยวอื่น ๆ คือ มะนาวหวาน, unknown, 
มะนาวหวานสีทองออสเตรเลีย มะนาวยักษ์1 
และมะนาวยักษ์ 2 การที่เลมอนถูกจัดอยู่ในกลุ่ม
เดียวกับ citron เนื่องจาก เลมอนเป็นลูกผสมของ  
C. aurantium L. กับ C. medica L. จึงท�ำให้มี
ความใกล้ชิดกันทางพันธุกรรม จะเห็นได้จากการ
จัดกลุม่ของเลมอนเป็นกลุม่ย่อยแยกออกจากกลุม่
ย่อยของ citron ขณะที ่citron กจ็ะมคีวามใกล้ชดิ 
ทางพนัธกุรรมกนัเป็นกลุม่ย่อย นอกจากนี ้พชืสกลุ
ส้มอ่ืน ๆ  ท่ีอยูใ่นกลุม่นี ้อาจเป็นลกูผสมของเลมอน 
citron หรือ C. aurantium L. จึงท�ำให้ถูกจัดอยู่ใน
กลุ่มเดียวกัน (Figure 3) 
	 กลุ่มที่ 3 คือ มะกรูด (kaffir lime;  
C. hystrix DC.) ลกัษณะทางสณัฐานวทิยาของมะกรดู 
ทั้ง 4 พันธุ์ ต่างกันโดย 1) kaffir lime เป็นมะกรูด
ที่มีลักษณะพบทั่วไปในประเทศ คือ กิ่งมีหนาม  
ใบมีขนาดกว้างประมาณ 2.5-5 ซม. ยาว 5-12 
ซม. มีเมล็ด 2) seedless kaffir lime เป็นมะกรูด
ที่ไม่มีเมล็ด 3) thornless kaffir lime เป็นมะกรูด
ที่ไม่มีหนาม และ 4) small Leaf kaffir lime  ใบมี
ขนาดเล็กกว่า Kaffir lime แต่ไพรเมอร์ทั้ง 4 ของ
เทคนิค ISSR นี้ ไม่สามารถจ�ำแนกความแตกต่าง 
ทางพันธุกรรมของมะกรูดทั้ง 4 พันธุ์ได้ แต่อาจ 
สามารถจ�ำแนกได้ด้วยเทคนิคอื่น     
          นอกจากน้ี ยังมส้ีมหลอดดดู (Somlorddood 
; Citrus sp.) และ ส้มจี๊ด (Calamansi; Citrus × 
microcarpa Bunge) ที่ไม่ได้ถูกจัดอยู่ในกลุ่มใด 
แต่มีความสมัพนัธ์ใกล้กบักลุ่มมะกรูด (กลุ่ม 3) ซึง่
สอดคล้องกบังานวจิยัของ Nicolosi et al. (2000) 
ท่ีศึกษาในพืชสกุลส้มโดยใช้เครื่องหมายโมเลกุล 
RAPD sequence-characterized amplified  
regions (SCAR) และ chloroplast DNA  
(cpDNA) พบว่า C. hystrix DC. มีความสัมพันธ์ 
ทางพันธุกรรมใกล้ชิดกับ Fortunella ซึ่ง Citrus × 

microcarpa เป็นลูกผสมของ Citrus reticulata 
กับ Fortunella (C. japonica) (Cheong et al., 
2012) และ ส้มหลอดดูด ก็อาจเป็น C. reticulata 
หรือลูกผสมของ C. reticulata  แม้ว่า ส้มหลอด
ดดูและส้มจีด๊จะเป็นพชืสกลุส้มทีใ่ห้รสชาตเิปรีย้ว 
แต่สเีน้ือผวิเปลอืกของส้มหลอดดดูและส้มจีด๊เมือ่
แก่จัดจะให้สีส้ม ซึ่งแสดงให้เห็นถึงพันธุกรรมท่ี
ต่างออกไปจากมะนาวพันธุ์อ่ืน ๆ เมื่อผลแก่จัด 
เปลือกจะเปลี่ยนเป็นสีเหลือง ดังเช่น ในมะกรูด 
มะนาว และเลมอน ทั้งนี้ Lu et al. (2011)  
ได้ศึกษาโดยใช้ล�ำดับดีเอ็นเอของคลอโรพลาสต ์ 
พบว่า มะกรูดถูกจัดอยู่ในกลุ่มเดียวกับ citron แต่
ก็มีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกับส้ม (C. reticulata) ซึ่ง
สอดคล้องกับผลการศึกษานี้ที่มะกรูดอยู่ใน node 
เดียวกับส้มหลอดดูด และส้มจี๊ด เครื่องหมาย 
ISSR ที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้ สามารถแสดง
ความสมัพันธ์ของส้มกบัมะกรดูทีมี่ลกัษณะปรากฏ 
แตกต่างกันทั้ง 4 ชนิดได้ 
	 กลุ่มที ่4 เป็นกลุม่ของมะนาวนิว้มือ  (finger  
lime; C. australasica F.Muell.) ที่มีถิ่นก�ำเนิด
ที่ทวีปออสเตรเลีย (Figure 1) ซึ่งมะนาวนิ้ว
มือ ถูกจัดอยู่กลุ่มเดียวกัน ถึงแม้แต่ละพันธุ์จะ
มีความแตกต่างของสีเนื้อของมะนาว คือ สี
ขาว เหลือง เขียว และชมพู การศึกษาครั้งนี ้
พบว่า มะนาวนิ้วมือมีพันธุกรรมความห่างไกล
จากมะนาวกลุ่มอื่น ๆ มากที่สุด เนื่องจากมะนาว
นิ้วมือเป็นมะนาวที่มีการวิวัฒนาการแยกจาก
พืชสกุลส้มอื่น ๆ ในยุค Pliocene (Wu et al.,  
2018) เครื่องหมาย ISSR นี้สามารถแสดงความ
แตกต่างของ มะนาวนิว้มือ 3 ออกจากมะนาวน้ิวมือ
อืน่ ๆ  ได้ ซึง่สอดคล้องกับงานวจิยัทีใ่ช้เครือ่งหมาย
โมเลกุล Sequence-related ampl i f ied  
polymorphism (SRAP) แยกมะนาวนิ้วมือ 3 
ออกจากมะนาวนิ้วมือพันธุ ์อื่น (Chuenwarin  
et al., 2021) ทั้งนี้ ความแตกต่างของมะนาว
นิ้วมือแต่ละพันธุ์ คือ สีของเนื้อมะนาวที่ต่างกัน 
และจากงานวิจัยที่ได้น�ำผลของมะนาวนิ้วมือสี
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Table 3 The genetic relationships cluster of 55 accessions of lime and acid Citrus  
germplasms when ISSR markers was used for analysis

Cluster Type
No. of 

accessions Common name of lime and citrus

1 Mexican lime 26 Pan Banphaeo1, Pan Rampai2, Pan Sirinon2, Khai 

Prachin2, Lime Sunspine2, Thornless Lime2, Dokdubai2, 

Pan Phokhun2, Less Thorn Lime3, Maekaikhaidok2, Pan 

Phichit1, Pan Phichit 22, Pan Phichit 42, Pan Phichit 

292, Pan Jamrus 282, Pan Jamrus 92, Pan Sookprasert2, 

Pan Yai2, Pan 

Chaopraya2, Praewa2, Dokpiset2, Pan Dankwian2, Mae-

lookdok2, Pan Iamseng2, Pan Malay2

Tahiti lime 5 Tahiti2, Nampetch2, Toonklao2, ToonKklao Namhom2, 

Petch Phongam2

Pink Lime 1 Pink Lime2

2 Citron 5 Buddha’s Hand Citron 12, Buddha’s Hand Citron 22, 

Manow Phee2, Pumpkin Lime 12, Pumpkin Lime 22

Lemon 3 Lemon Eureka 12, Lemon Eureka 22, Lemon Hawaii2

Others 5 Sweet Lime2, Manow Yak 12 , Manow Yak 22, 

Australian Golden Sweet Lemon2 ,

3 Kaffir lime 6 Kaffir Lime2, Seedless Kaffir Lime2, Thornless Kaffir Lime4, 

Small Leaf Kaffir Lime4, Somlorddood2, 

Calamansi2

4 Finger lime 4 Fingerlime 11, Fingerlime 21, Fingerlime 31, Fingerlime 41

Germplasm collection at :  1) Tropical Fruit Research and Development Center, Department of Horticulture, Faculty of 

Agriculture at Kamphaeng Saen,   2) Ta Auan Farm, Lopburi, Thailand,   3) Chantaburi ,  4) Kaffir Lime Farm

ต่าง ๆ มาวิเคราะห์สารประกอบทางเคมี พบว่า 
มะนาวนิ้วมือพันธุ์ท่ีให้สีต่างกันนั้นมีองค์ประกอบ
ทางเคมีที่ต่างกัน ซึ่งความแตกต่างนี้เนื่องมาจาก
ความแตกต่างทางพันธุกรรมของมะนาวน้ิวมือ  
(Johnson et al., 2022)
	 จากผลการศึกษา principal coordinate 
analysis (PCoA) ด้วยข้อมูลจีโนมของ Wu  
et al . (2018) พบว่า มะนาวเม็กซิกันและ
เลมอนอยู่กลุ่มเดียวกัน ซึ่งแยกออกจาก citron 
และส้มเช่นเดียวกับผลการศึกษาครั้งนี้ที่พบว่า  

มะนาวเมก็ซกินัและเลมอนอยูใ่นกลุม่เดยีวกนั แต่
สามารถแยกออกเป็นกลุม่ย่อยของมะนาวเม็กซิกนั 
และเลมอนได้ แสดงให้เห็นว่า มะนาวเม็กซิกัน
และเลมอนมีความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมกัน 
อย่างไรก็ตาม การศึกษาครั้งนี้พบว่า citron เช่น 
ส้มมือ และมะนาวฟักทอง มีความสัมพันธ์ใกล้ชิด
กับเลมอนมากกว่า ซึ่งสอดคล้องกับ Amar et al. 
(2011) ที่ใช้เทคนิค SSR, SRAP และ cleaved 
amplified polymorphic sequences single 
nucleotide polymorphism (CAPS-SNP)  
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พบว่า เลมอนมคีวามสมัพนัธ์ใกล้ชดิกบั citron ใน
ขณะที่ Wu et al. (2018) จัดกลุ่มให้ citron แยก
ออกไป การศึกษาของ Carvalho et al. (2005) 
และ Curk et al. (2016) สนับสนุนผลการศึกษา
ครั้งนี้ที่พบว่า มะนาว  มะนาวตาฮิติ เลมอน และ 

Figure 1 The unweighted pair group method with arithmetic mean (UPGMA) dendrogram 
obtained from ISSR markers of acid Citrus spp. using PAST program

citron มคีวามสมัพันธ์ใกล้ชดิกนั หรืออยูใ่น node 
เดียวกัน นอกจากนี้เครื่องหมาย ISSR ที่ใช้ใน
การศึกษาในครั้งนี้ สามารถแสดงความแตกต่าง
ทางพันธุกรรมของเลมอน ส้มมือ, มะนาวฟักทอง 
และ มะนาวยักษ์ได้

	 เครื่องหมาย ISSR ที่ใช้ในการศึกษา
พบว่า กลุ่มย่อยของ แป้นบ้านแพ้ว, แป้นร�ำไพ,  
แป้นสิรินนท์, น�้ำเพชรทูลเกล้า, ทูลเกล้าน�้ำหอม, 
ไข่ปราจีน, lime sunspine, มะนาวไร้หนาม,  
ดกดไูบ, แป้นพ่อขุน, มะนาวหนามน้อย และ แม่ไก่

ไข่ดก มคีวามคล้ายคลงึทางพนัธุกรรมกนัอยูส่งู ซึง่
กลุม่นีเ้ป็นพันธุท์ีมั่กจะมีความนยิมบรโิภคมากกว่า
เนื่องจากมีเปลือกบาง เมล็ดน้อย และมีกลิ่นหอม 
แตกต่างออกมาจากกลุ่มย่อยที่ประกอบด้วย แป้น
พิจิตร, แป้นพิจิตร 1, แป้นพิจิตร 2, แป้นพิจิตร 4,  
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แป้นสุขประเสริฐ, แป้นจ�ำรัส9, แป้นจ�ำรัส28, 
แป้นจ�ำรสั 29, แป้นใหญ่, แป้นเจ้าพระยา, แพรวา 
และ ดกพิเศษ โดยมะนาวในกลุ่มนี้มักจะมีเปลือก
ที่หนากว่า และมีจ�ำนวนเมล็ดมาก จากข้อมูล
ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม จะเป็นประโยชน์ต่อ
การพฒันาพนัธุม์ะนาวของประเทศไทยในอนาคต
ให้มีความหลากหลายทางพันธุกรรมเพิ่มขึ้น โดย
อาจคัดเลือกพันธุ์ที่มีความห่างไกลทางพันธุกรรม
มาผสมเพื่อเพิ่มความหลากหลายของลักษณะ
คุณภาพผลมะนาว
 
3. การจ�ำแนกมะนาวเม็กซิกันด้วย ISSR
	 จากการวิเคราะห์ผล ISSR primer 4 ตัว  
พบว่า ไพรเมอร์ 809, 810 และ 861 ไม่สามารถ 
แสดงความแตกต่างในกลุ่มของมะนาวเม็กซิกัน  
26 พนัธุไ์ด้ มเีพยีงไพรเมอร์ 814 ทีส่ามารถจ�ำแนก
ความแตกต่างทางพันธุกรรมของมะนาวเม็กซิ
กันออกเป็น 2 กลุ่ม ตัวอย่างของแถบดีเอ็นเอที่
เพิ่มปริมาณด้วยไพรเมอร์ 814 (Figure 2) โดย
เครื่องหมาย ISSR 814 ให้แถบดีเอ็นเอ 5 แถบ มี
ขนาดอยูใ่นช่วง 750-1700 bp สามารถใช้แบ่งกลุม่
มะนาวเมก็ซกินั 26 พนัธุ ์ออกเป็นสองกลุม่ (Table 4)  
ซึ่งสามารถอธิบายได้จากลักษณะความแตกต่าง
ของความหนาเปลือกและจ�ำนวนเมล็ด ลักษณะ
ของผล ท้ัง 2 อย่างนี้เป็นคุณภาพผลที่ผู้บริโภค
ให้ความส�ำคัญอย่างมาก โดยมะนาวเม็กซิกัน 
ท่ีให้แถบดีเอ็นเอรูปแบบ A เป็นกลุ่มพันธุ์ที่ให้
กล่ินหอม มีเปลือกบาง ผลค่อนข้างเล็ก ขณะท่ี 
มะนาวท่ีให้แถบดเีอน็เอรปูแบบ B จะมคีวามหนา
เปลือกของมะนาว ปริมาณเมล็ดที่มากกว่า และ
น�้ำหนักผลมากกว่ากลุ่ม A และมีความแตกต่าง
กนัอย่างมนียัส�ำคญัทางสถติ ิ(Figure 3, Table 4)  
นอกจากนี ้ในกลุ่ม B จะมผิีวเปลือกท่ีเห็นเป็นหลมุ
ของต่อมน�้ำมันมากกว่ากลุ่ม A 
	 การพบเครือ่งหมายโมเลกลุ ISSR primer 
814 จะเป็นประโยชน์ในขัน้ตอนการปรบัปรงุพนัธุ ์
เพราะเครื่องหมายนี้สามารถจ�ำแนกกลุ่มมะนาว

เม็กซิกันได้สองกลุ่ม ในกรณีที่ผสมพันธุ์มะนาว
ระหว่างกลุ่ม A และกลุ่ม B เครื่องหมายจะช่วย 
คดัเลอืกลกูผสมได้ นอกจากนี ้ยงัอาจใช้เครือ่งหมาย
โมเลกุลในการตรวจสอบกิ่งพันธุ์มะนาวที่มีอยู่ใน
ปัจจุบัน เพื่อเกษตรกรจะได้มั่นใจว่าได้กิ่งพันธุ์
มะนาวตรงตามพันธุ ์ที่ต้องการปลูก เนื่องจาก 
ต้นมะนาวที่ปลูกด้วยกิ่งตอนหรือกิ่งปักช�ำกว่าจะ
ให้ผลผลิต ใช้เวลาประมาณ 1-2 ปี 

Figure 2 Band pattern of Mexican lime  
generated by ISSR 814 primer (M: DNA  
ladder), A: ISSR primer 814 pattern A, -: non 
using data, B: ISSR primer 814 pattern B)
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Table 4 Group of Mexican lime distinguished by ISSR 814 primer with fruit weight, fruit 
rind thickness and seed numbers of fruits harvested from reproductive stage trees from  
Ta Auan Farm, Lopburi Province

Varieties

 name

Band 

pattern

Fruit 

weight (g)

Fruit rind thickness 

(mm)

Seed 

number

Pan Rampai A 39.26 1.55 3.75
Pan Malay A - - -
Pan Banphaeo A 57.60 1.58 11.9
Pan Dankwian A - - -
Pan Sirinon A 39.78 1.74 -
Khai Prachin A - - -
Lime Sunspine A - - -
Maelookdok A - - -
Thornless Lime A 34.11 1.40 -
Dokdubai A 50.94 2.36 32
Pan Phokhun A - - -
Less Thorn Lime A - - -
Maekaikhaidok A - - -
Pan Sookprasert B - - -
Pan Phichit B - - -
Pan Phichit 1 B 65.99 2.85 -
Pan Phichit 2 B 51.94 2.20 -
Pan Phichit 4 B 47.38 2.39 24.75
Pan Jamrus 29 B 52.77 2..39 23
Pan Jamrus 28 B 55.37 2.49 33.6
Pan Jamrus 9 B 43.97 2.47 40
Pan Yai B 57.02 2.13 27.25
Pan Chaopraya B 75.87 2.59 51
Praewa B 54.77 2.2 29.2
Dokpiset B 47.45 2.21 17.29
Pan Iamseng B 46.72 2.32 37.5

A and B pattern according to Figure 2

Figure 3 Box plots of fruit weight (g) (a) fruit rind thickness (mm) (b) and seed number (c) 
by ISSR primer 814 grouping (*= significant, ** = highly significant)
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สรุปผลการทดลอง
	 การศึกษาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม
ของมะนาวและพืชสกุลส้มท่ีให้รสเปรี้ยวด้วย
เครื่องหมาย ISSR สามารถแบ่งกลุ่มมะนาวและ
พืชสกุลส้มที่ให้รสเปรี้ยวได้เป็น 4 กลุ่ม คือ 1) 
กลุ่ม maxican lime, tahiti lime และ pink lime 
2) กลุ่ม citron และ lemon 3) กลุ่ม kaffir lime 
และ 4) กลุ่ม finger lime นอกจากนี้ เครื่องหมาย 
ISSR 1 ชนิด คือ primer 814 สามารถใช้ใน 
การแบ่งกลุ่มมะนาวเม็กซิกันออกเป็น 2 กลุ่ม
ย่อยได้ด้วย โดยมะนาวเม็กซิกันทั้ง 2 กลุ่มนี้มี
ลักษณะที่ต่างกันคือ น�้ำหนักผล ความหนาเปลือก  
และจ�ำนวนเมล็ด ซึ่งนักปรับปรุงพันธุ์อาจน�ำไป
ใช้ในการคัดเลือกพันธุ์ในระหว่างการปรับปรุง
พันธุ์ หรืออาจน�ำไปใช้เป็นเครื่องหมายเพื่อคัดกิ่ง
พันธุ์มะนาวให้ถูกต้องตามพันธุ์เพื่อความมั่นใจ
ของเกษตรกรได้

ค�ำขอบคุณ
	 ผลการวิจัยนี้ได้รับทุนวิจัยบางส่วนจาก 
ภาควิชาพืชสวน คณะเกษตร ก�ำแพงแสน
มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ วทิยาเขตก�ำแพงแสน  
และทนุจากสถาบนัวจิยัและพัฒนาแห่งมหาวิทยาลัย 
เกษตรศาสตร์ และขอขอบคุณ คุณวรชาต ิ 
กรปีระกอบ เจ้าของสวนมะนาวฟาร์มตาอ้วน ทีใ่ห้
ความอนุเคราะห์ตัวอย่างมะนาวพันธุ์ต่าง ๆ
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