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บทคัดย่อ 
 

หม้อข้าวหม้อแกงลิง N. mirabilis เป็นพืชกินแมลง ที่มีการพัฒนาของใบเป็นหม้อที่
สวยงาม จึงมีการน าออกมาจากป่าเป็นจ านวนมาก ส่งผลให้หม้อข้าวหม้อแกงลิงในธรรมชาติมีจ านวน
ลดลง ดังนั้นจึงต้องมีการขยายพันธุ์เพ่ือการอนุรักษ์ ทั้งนี้การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชเป็นอีกวิธีก ารที่
เหมาะสมต่อการขยายพันธุ์ อย่างไรก็ตามการขยายพันธุ์อย่างรวดเร็วหรือการเพาะเลี้ยงเป็นเวลานาน
อาจส่งผลต่อการชักน าให้เกิดความแปรปรวนทางพันธุกรรม งานวิจัยนี้จึงประเมินความแปรปรวนทาง
พันธุกรรมของต้นหม้อข้าวหม้อแกงลิงที่ขยายพันธุ์ด้วยเทคนิคเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อใน 3 รุ่น ด้วยเทคนิค
อาร์เอพีดี ไอเอสเอสอาร์ และ เอสเอสอาร์ จากการตรวจสอบด้วยเทคนิคอาร์เอพีดีโดยใช้ไพรเมอร์
จ านวน 16 ไพรเมอร์ พบ 3 ไพรเมอร์ แสดงความแตกต่างของแถบดีเอ็นเอในรุ่นที่ 2 และ 3 การ
ตรวจสอบด้วยเครื่องหมายไอเอสเอสอาร์โดยใช้ไพรเมอร์ 15 ไพรเมอร์ พบ 4 ไพรเมอร์ แสดงความ
แตกต่างของแถบดีเอ็นเอในทุกรุ่น ส่วนการตรวจสอบด้วยเครื่องหมายเอสเอสอาร์โดยใช้ไพรเมอร์  5 
ไพรเมอร์ พบ 4 ไพรเมอร์ แสดงความแตกต่างของแถบดีเอ็นเอในทุกรุ่น ยืนยันความแปรปรวนทาง
พันธุกรรมที่ตรวจพบโดยเครื่องหมายโมเลกุลด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยา พบว่า ต้นอ่อนมีความ
แตกต่างของลักษณะใบ และ ปากใบ เมื่อเปรียบเทียบกับต้นแม่  แสดงให้เห็นว่าการใช้เทคนิคทาง
โมเลกุลร่วมกับการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาเป็นเครื่องมือที่มีประสิทธิภาพ ส าหรับการประเมิน
ความแปรปรวนทางพันธุกรรมของพืชที่ชักน าได้ในสภาพปลอดเชื้อ 
 
ค าส าคัญ: ไอเอสอาร์  อาร์เอพีดี  เอสเอสอาร ์ การฟอกฆ่าเชื้อ 
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Thesis Title Genetic Stability Evaluation of Micropropagation in Nepenthes 
mirabilis by Molecular Technique and Morphological Characteristics 

Author Miss Chanpen Jaisue 
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Academic Year 2019 

Abstract 
Nepenthes mirabilis is dioecious carnivorous plants, which has 

evolved beautiful pitcher. It has been taken from the forest resulted in a lost of a 
large number. Therefore, propagation for conservation is neseesary. Plant tissue 
culture is a proper way for mass propagation. However, the rapid multiplication or 
long-term cultures may affect for somaclonal variation induction. Thus, this research 
was aimed to assessment of somaclonal variation among micropropagation of N. 
mirabilis in three regenerations by using RAPD, ISSR and SSR technique. The result 
revealed that 3 out of 16 RAPD primers screening showed distinctly different 
banding DNA patterns in 2 and 3 regenerations. In the case of ISSR, 4 out of 15 
primers screening showed different banding DNA patterns in all regenerations. 
Similarity to SSR marker that 4 out of 5 SSR primers screening, revealed distinctly 
different banding DNA patterns in all regenerations. The result of molecular marker 
was confirmed with morphological characteristics that showed their differences 
among somaclones on leave and stomata characteristics compared with mother 
plant. The present study demonstrates molecular techniques together with 
morphological characteristics are an efficient tool for the assessment of somaclonal 
variation of in vitro plants.  

 
Keywords: ISSR, RAPD, SSR, Sterilization 

 

 

 



(7) 
 

5
9 

 

กิตติกรรมประกาศ 

การด าเนินงานวิจัยครั้งนี้ส าเร็จลุล่วงได้ด้วยดี ด้วยความชว่ยเหลือจากบุคคลหลาย
ท่าน จึงขอขอบพระคุณทุกท่านเป็นอย่างยิ่ง ณ ที่นี้ด้วย 

ขอขอบพระคุณ ดร.เยาวพรรณ สนธิก ุล อาจารย์ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ ที่กรุณาให ้
คำปรึกษา และคำแนะนำในการดำเนินงานว ิจ ัย การศ ึกษาข ้อม ูล เก็บรวบรวมข ้อม ูล การเข ียน
งานวิจ ัย การจัดทำรูปแบบนำเสนอผลงาน รูปแบบการเขียนร ูปเล ่มรายงาน ตลอดจนช่วยแก ้ไข
ป ัญหา ด้วยความเอาใจใส่ ทำใหก้ารดำเนินงานวิจัยครั้งนี้ลุล่วงด้วยดี 

ขอขอบพระคุณ  ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.ธีร   ศรีสวัสดิ์ ผู้ช่วยศาสตราจารย์  
ดร.สุรพล ฐิต ิธนากุล และ ดร.สรายุทธ อ่อนสนิท ท ี่กรุณาให ้คำปร ึกษาและคำแนะนำในการ
ดำเนินงานว ิจ ัย และ รองศาสตราจารย์ ดร.พจมาลย์ สุรนิลพงศ์ กรรมการผู้ทรงคุณวุฒิที่ให้
คำแนะนำ ตรวจสอบเน ื้อหา และแก้ไขงานวิจ ัยให ้สมบรูณ์ยิ่งขึ้น 

ขอขอบคุณคณะว ิทยาศาสตร์และเทคโนโลย ีอ ุตสาหกรรม และบัณฑิตวิทยาลัย 
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ ว ิทยาเขตสุราษฎร์ธานี ที่ให ้ทุนสนับสนุนการดำเนินงานวิจัยครั้งนี้ 
ศ ูนย์ว ิทยาศาสตร์และเครื่องม ือกลาง ที่ให้ความอนุเคราะห ์เครื่องม ือ ครุภ ัณฑ์ สารเคมี หอบรรณ
สารสนเทศ มหาวิทยาล ัยสงขลานครินทร์ วิทยาเขตส ุราษฏร์ธานี ที่ให้ความอนุเคราะห ์ในการ
ส ืบค้นข ้อมูล ส ่งผลให้การดำเนินงานสำเรจ็ล ุล ่วงด้วยดี 

ขอขอบค ุณ เพ่ือนๆ ทุกคนทีค่อยให้ความช่วยเหล ือ และเป็นกำลังใจท ุกครั้งที่เกิด
ป ัญหาในการดำเนินงานวิจัย 

ส ุดท้ายนี้ ค ุณประโยชน ์ใดๆ อ ันพ ึงจะเกิดจากงานวิจัย ฉบับนี้ขอเป็นเครื่อง
บูชา พระคุณบิดา มารดา และคณาจารย์ท ุกท่านที่ประสิทธิ์ประสาทวิชาความรู้ตลอดมา 
 

จันทร์เพ็ญ ใจซื่อ 
27 กรกฎาคม 2563



(8) 
 

สารบัญ 
 
เรื่อง หน้า 

บทคัดย่อ (5) 
Abstract (6) 
กิตติกรรมประกาศ (7) 
สารบัญ (8) 
รายการตาราง (9) 
รายการภาพ (11) 
บทที่ 1 บทนำ (Introduction) 1 
บทที่ 2 วิธีการวิจัย (Research Methodology) 29 

2.1 วิธีด าเนินการ (Method) 29 
2.2 วัสดุและอุปกรณ์ (Material and Equipment) 43 

บทที่ 3 ผลการวิจัย (Result) 45 
บทที่ 4 บทวิจารณ์ (Discussion) 105 
บทที่ 5 บทสรุปและข้อเสนอแนะ (Conclusion) 110 
บรรณานุกรม 112 
ภาคผนวก 122 
ประวัติผู้เขียน 126 



(9) 
 

รายการตาราง 
 
ตารางที่  หน้า 

1 วิธีการฟอกฆ่าเชื้อชิ้นส่วนเมล็ดของต้นหม้อข้าวหม้อแกงลิงจากธรรมชาติ 30 
2 วิธีการฟอกฆ่าเชื้อชิ้นส่วนใบของต้นหม้อข้าวหม้อแกงลิงจากธรรมชาติ 31 
3 วิธีการฟอกฆ่าเชื้อชิ้นส่วนข้อของต้นหม้อข้าวหม้อแกงลิงจากธรรมชาติ 32 
4 ล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ที่ใช้ในการสร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอด้วย

เทคนิคอาร์เอพีดี  
36 

5 ล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ที่ใช้ในการสร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอด้วย
เทคนิคไอเอสเอสอาร์ 

38 

6 ล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ที่ใช้ในการสร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอด้วย
เทคนิคเอสเอสอาร์ 

40 

7 เปอร์เซ็นต์การปลอดเชื้อจุลินทรีย์และเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของเมล็ด
หม้อข้าวหม้อแกงลิงที่ฟอกฆ่าเชื้อด้วยวิธีการต่างๆ แล้วเพาะเลี้ยงบน
อาหารสูตร ½MS เป็นเวลา 2 สัปดาห์ 

46 

8 เปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ดหม้อข้าวหม้อแกงลิงที่ฟอกฆ่าเชื้อด้วยวิธีการ
ต่างๆ แล้วเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร ½MS  

48 

9 จ านวนใบเฉลี่ยต่อต้นของเมล็ดหม้อข้าวหม้อแกงลิงที่ฟอกฆ่าเชื้อด้วย
วิธีการต่างๆ แล้วเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร ½MS  

49 

10 เปอร์เซ็นต์การปลอดเชื้อจุลินทรีย์และเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของชิ้นส่วน
ใบหม้อข้าวหม้อแกงลิงที่ฟอกฆ่าเชื้อด้วยวิธีการต่างๆ แล้วเพาะเลี้ยงบน
อาหารสูตร ½MS เป็นระยะเวลา 1 สัปดาห์ 

51 

11 เปอร์เซ็นต์การปลอดเชื้อจุลินทรีย์และเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของชิ้นส่วน
ข้อหม้อข้าวหม้อแกงลิงที่ฟอกฆ่าเชื้อด้วยวิธีการต่างๆ แล้วเพาะเลี้ยงเป็น
เวลา 2 สัปดาห์ 

54 

12 ความเข้มข้นและคุณภาพของสารละลายดีเอ็นเอหม้อข้าวหม้อแกงลิงที่
วิเคราะห์ด้วยเครื่อง NanoDrop Lite (Thermo Scientific) 
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13 การตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมของหม้อข้าวหม้อแกงลิงที่
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ ด้วยเทคนิคอาร์เอพีดี จ านวน 14 ไพรเมอร์ แสดง
จ านวนแถบดีเอ็นเอท่ีเหมือนและแตกต่าง 

66 



(10) 
 

5
9 

 

รายการตาราง (ต่อ) 
 
ตารางที่  หน้า 
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จ านวนแถบดีเอ็นเอท่ีเหมือนและแตกต่าง 
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ตรวจสอบด้วยเคร่ืองหมายโมเลกลุ 
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เครื่องหมายโมเลกุล 
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18 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของหม้อข้าวหม้อแกงลิงที่เกิดความแปรปรวน
ทางพันธุกรรมจากการขยายพันธุ์ด้วยเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
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รายการภาพ 
 
ภาพที่  หน้า 

1 การกระจายพันธุ์ของหม้อข้าวหม้อแกงลิง  N. mirabilis (Lour.) Druce 
var. mirabilis  ในประเทศไทย 

3 

2 ลักษณะของต้นหม้อข้าวหม้อแกงลิง N. mirabilis 5 
3 ส ่วนประกอบภายในหม ้อของหม้อข้าวหม้อแกงลิง 6 
4 พัฒนาการของเมล็ดหม้อข้าวหม้อแกงลิงที่ฟอกฆ่าเชื้อด้วยไฮเตอร์ความ

เขม้ข้น 25 เปอร์เซ็นต์ และเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร ½MS เป็นเวลาต่างๆ 
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5 ลักษณะชิ้นส่วนใบหม้อข้าวหม้อแกงลิงที่ฟอกฆ่าเชื้อด้วยสารละลายไฮเตอร์ 
ความเข้มข้น 25 เปอร์เซ็นต์ เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร ½MS เป็นเวลาต่างๆ 
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6 การเจริญเติบโตชิ้นส่วนข้อหม้อข้าวหม้อแกงลิงสารละลายไฮเตอร์ ความ
เข้มข้น 50 เปอร์เซ็นตท์ีเ่พาะเลี้ยงบนอาหารสูตร ½MS เป็นเวลาต่างๆ 
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7 ลักษณะยอดของหม้อข้าวหม้อแกงลิงที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร ½MS เป็น
เวลาต่างๆ 
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8 การเจริญเติบโตของหม้อข้าวหม้อแกงลิง เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร 
½MS เป็นระยะเวลา 10 สัปดาห์ 
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9 รูปแบบดีเอ็นเอจากใบหม้อข้าวหม้อแกงลิงสายต้นที่ 1 ที่เพ่ิมปริมาณด้วย
เทคนิคอาร์เอพีดี 
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10 รูปแบบดีเอ็นเอจากใบหม้อข้าวหม้อแกงลิงสายต้นที่ 2 ที่เพ่ิมปริมาณด้วย
เทคนิคอาร์เอพีดี 
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11 รูปแบบดีเอ็นเอจากใบหม้อข้าวหม้อแกงลิงสายต้นที่ 3 ที่เพ่ิมปริมาณด้วย
เทคนิคอาร์เอพีดี 
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เทคนิคไอเอสเอสอาร์ 
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บทที่ 1 
 

บทนำ (Introduction) 
 
1.1 บทน าต้นเรื่อง 
 

หม้อข้าวหม้อแกงลิง (Nepenthes spp.) เป็นพืชกินแมลงที่มีการเจริญเติบโตใน
บริเวณที่ขาดธาตุอาหาร จึงมีการเปลี่ยนแปลงรูปร่างใบเป็นหม้อกับดักแมลง (pitcher) เพ่ือเพ่ิมการ
ดูดซับธาตุอาหารจากแมลงที่ตายภายในกับดัก แล้วล าเลียงธาตุอาหารไปเลี้ยงยังส่วนต่างๆ เพ่ือการ
เจริญเติบโต หม้อข้าวหม้อแกงลิงมีการสร้างหม้อที่มีลักษณะโดดเด่น และสีสันสวยงาม ท าให้ได้รับ
ความสนใจจากตลาดไม้ประดับทั่วโลก หม้อข้าวหม้อแกงลิงในธรรมชาติจึงถูกน าออกจากพ้ืนที่ป่ามา
จ าหน่าย และปรับปรุงพันธุ์ให้มีความหลากหลายมากข้ึน อีกทั้งพ้ืนที่ยังถูกท าลายไปเป็นพ้ืนที่อยู่อาศัย
และท าการเกษตร ส่งผลให้หม้อข้าวหม้อแกงลิงมีจ านวนลดลงอย่างมาก และพบได้น้อยในพ้ืนที่ป่า
เฉพาะถิ่น ดังนั้นจึงจ าเป็นอย่างยิ่งที่จะต้องขยายพันธุ์หม้อข้าวหม้อแกงลิงให้ได้จ านวนมากเพ่ือการ
อนุรักษ์สายพันธุ์ และให้มีปริมาณเพียงพอต่อความต้องการ  

การขยายพันธุ์หม้อข้าวหม้อแกงลิงมีหลายวิธี เช่น การขยายพันธุ์ด้วยเมล็ด การ 
ปักช า การแยกหน่อ การตอนกิ่งในอากาศ การตอนกิ่งแบบฝังกิ่ง และ การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ  การ
ขยายพันธุ์แต่ละวิธีมีข้อดีและข้อจ ากัดที่แตกต่างกันไป การขยายพันธุ์ด้วยเมล็ดมีข้อจ ากัดในการ 
ผสมเกสร เนื่องจากเกสรเพศผู้และเพศเมียอยู่ต่างต้นกัน อายุในการบานของดอกไม่พร้อมกัน ท าให้มี
การผสมพันธุ์ติดเมล็ดยากและมีเปอร์เซ็นต์การงอกต่ า ส่วนการปักช า การแยกหน่อ การตอนกิ่งใน
อากาศ และ การตอนกิ่งแบบฝังกิ่ง เป็นการขยายพันธุ์ที่ใช้ระยะเวลานานและได้ต้นพืชจ านวนน้อย 
การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อจึงเป็นวิธีการที่เหมาะสมในการขยายพันธุ์พืชให้ได้ปริมาณมากอย่างรวดเร็ว โดย
มีการน ามาใช้ในการขยายพันธุ์หม้อข้าวหม้อแกงลิงหลายสายพันธุ์ เช่น  N. albomarginata 
(Sukamto et al., 2011) N. mirabilis (Jala, 2012) และ N. ampullaria (Sweat and Bodri, 
2014)  

การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชเป็นเทคนิคท่ีสามารถขยายพันธุ์พืชได้จ านวนมาก แต่ยังพบ
ปัญหาเกี่ยวกับการปนเปื้อนจุลินทรีย์บริเวณพ้ืนผิวของชิ้นส่วนพืช ซึ่งเป็นอันตรายต่อเนื้อเยื่อพืช 
อย่างมาก เนื่องจากจุลินทรีย์สามารถเจริญเติบโตได้ดีในอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช การปนเปื้อนจึง
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เป็นปัญหาในการน าต้นพืชจากธรรมชาติมาเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ ในพืชบางชนิด เช่น หม้อข้าวหม้อแกงลิง
การท าให้ปราศจากจุลินทรีย์เป็นอุปสรรคอย่างมาก เนื่องจากหม้อข้าวหม้อแกงลิง N. mirabilis มีการ
เจริญเติบโตตามแหล่งน้ าขังทั่วทุกภูมิภาคของประเทศ อีกทั้งลักษณะทางพฤกษศาสตร์ที่ท าให้ยากต่อ
การฟอกฆ่าเชื้อ จึงมีการน าสารเคมีมาช่วยในการฟอกฆ่าเชื้ออย่างแพร่หลาย อย่างไรก็ตามสารเคมีแต่
ละชนิดจะมีประสิทธิภาพและคุณลักษณะต่างกัน จึงต้องมีการทดสอบเพ่ือให้สามารถก าจัดจุลินทรีย์ได้ 
โดยไม่เป็นอันตรายต่อเนื้อเยื่อพืช 

แม้ว่าการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชจะสามารถขยายพันธุ์พืชได้จ านวนมากและระยะเวลา
รวดเร็ว แต่อาจชักน าเกิดความแปรปรวนทางพันธุกรรมได้ ความแปรปรวนทางพันธุกรรมเป็นการ
เปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นระหว่างการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อหรือการเพาะเลี้ยงเซลล์ สามารถเกิดได้จากหลาย
ปัจจัย เช่น การเพ่ิมจ านวนโครโมโซม การเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของโครโมโซม การเพ่ิมและการลด
จ านวนของยีน โดยความแปรปรวนทางพันธุกรรมสามารถเกิดได้ทั้งในยีนเด่นและยีนด้อย ปัจจัยที่มีผล
ต่อการเกิดความแปรปรวนทางพันธุกรรมจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช ได้แก่ ระยะเวลาการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ แหล่งของเนื้อเยื่อ จีโนไทป์ของต้นพ่อแม่ สภาพแวดล้อมระหว่างการเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อ ชนิดและความเข้มข้นของสารควบคุมการเจริญเติบโตในอาหาร และการคัดเลือกต้นในสภาพ
ปลอดเชื้อที่แสดงออกหรือไม่แสดงออกถึงความผิดปกติมาเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ มีรายงานการเกิดความ
แปรปรวนทางพันธุกรรมในพืชหลายชนิดที่เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ เช่น ยางพารา (ยุพาภรณ์ และ สมปอง, 
2556; วุฒิชัย และ สมปอง 2558) ปาล์มน้ ามัน (อัญชลี และ สมปอง, 2555; วราภรณ์ และ สมปอง, 
2556) ขิง (Rout et al., 1998) กล้วย (Lakshmanan et al., 2007) ชิงเฮา (Khan et al., 2013) 
บัวหิมะ (Viehmannova, 2013) ตะไคร้หอม (Dey et al., 2015) และหม้อข้าวหม้อแกงลิง (Devi et 
al., 2013; 2014)  ความแปรปรวนทางพันธุกรรมจึงเป็นอุปสรรคส าคัญในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช 
เนื่องจากลักษณะที่เกิดขึ้นเป็นแบบสุ่มและไม่สามารถควบคุมลักษณะการเกิดได้ ความแปรปรวนที่
เกิดขึ้นจึงอาจส่งผลให้เกิดการเปลี่ยนแปลงลักษณะทางฟีโนไทป์และจีโนไทป์ ซึ่งสามารถเกิดการ
เปลี่ยนแปลงแบบชั่วคราว แบบถาวร หรือระหว่างการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อได้ การยืนยันความเสถียรทาง
พันธุกรรมกับต้นพ่อแม่จึงมีความส าคัญอย่างยิ่ง จึงจ าเป็นต้องมีการใช้เครื่องหมายโมเลกุลในการ
ตรวจสอบ เนื่องจากเป็นเทคนิคที่มีความแม่นย าสูง ตรวจสอบได้ง่ายและรวดเร็ว สามารถตรวจสอบ 
ดีเอ็นเอขณะที่ต้นพืชมีขนาดเล็กได้  

การศึกษาในครั้งนี้จึงประเมินความเสถียรภาพทางพันธุกรรมของหม้อข้าวหม้อแกงลิงที่
ขยายพันธุ์ในหลอดทดลองด้วยเทคนิคทางโมเลกุล เพ่ือให้เป็นข้อมูลพ้ืนฐานในการขยายพันธุ์
หม้อข้าวหม้อแกงลิงต่อไป 
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1.2 การตรวจเอกสาร (Review of Literature) 
 

1.2.1 หม้อข้าวหม้อแกงลิง 
 
หม้อข้าวหม้อแกงลิง (Nepenthes spp.) มีชื่อสามัญว่า tropical pitcher plant 

หรือ monkey cup จัดอยู่ในวงศ์ Nepenthaceae เป็นพืชกินแมลงที่มีถิ่นก าเนิดในแถบเอเชีย
ตะวันออกเฉียงใต้ โดยมีการกระจายพันธุ์ไปไกลทางตะวันออกถึงทวีปออสเตรเลีย ส่วนทางตะวันตกมี
การกระจายพันธุ์ไปไกลถึงเกาะมาดากัสการ์ (พัชญ์สิตา และคณะ, 2554)  ในประเทศไทยพบกระจาย
พันธุ์ของหม้อข้าวหม้อแกงลิงในภาคตะวันออกเฉียงเหนือค่อยข้างน้อย ในขณะที่พบการกระจายพันธุ์
จ าน วนมาก ในภาคใต้ และภาคตะวั นออก เฉี ย ง ใต้  ( ส ายสุ ด ใ จ  และคณะ ,  2559)  โดย
หม้อข้าวหม้อแกงลิง N. mirabilis (Lour.) Druce var. mirabilis พบการกระจายพันธุ์อยู่ทั่วทุก
ภูมิภาคของประเทศไทยและพบมากท่ีสุดบริเวณภาคใต้ (ภาพท่ี 1) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 1 การกระจายพันธุ์ของหม้อข้าวหม้อแกงลิง N. mirabilis (Lour.) Druce var. mirabilis  ใน

ประเทศไทย 
ที่มา : สายสุดใจ และคณะ (2559) 

Nepenthes mirabilis var. mirabilis 
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หม้อข้าวหม้อแกงลิงสายพันธุ์ N. mirabilis (Lour.) Druce var. mirabilis  
มีชื่อท้องถิ่นว่า กระบอกน้ านายพราน หม้อข้าวหม้อแกงลิง หรือเขนงนายพราน มีลักษณะเป็นไม้เถา
ขนาดเล็ก มีล าต้นสูง 1.0-6.0 เมตร (ภาพที่ 2ก) บริเวณผิวของยอดและเถาอ่อน มีขนสีขาวยาว  
1.0-3.0 มิลลิเมตร เถาแก่มีสีเขียวหรือสีแดงอมม่วงเข้ม ลักษณะของผิวเกลี้ยง ไม่มีขน มีต่อมขนาด
เล็กสีแดงเข้มกระจายทั่วทั้งต้น และมีส่วนของตาข้างอยู่บริเวณก้านใบติดกับล าต้น (ภาพที่ 2ข) เมื่อ
ต้นหม้อข้าวหม้อแกงลิงเจริญเติบโตเต็มที่จะเริ่มออกดอกบริเวณปลายยอด 

ลักษณะดอกเป็นดอกแยกเพศอยู่ต่างต้นกัน (dioecious) ช่อดอกเป็นช่อกระจะ 
(raceme) หรือช่อแยกแขนง (panicle) ส าหรับช่อดอกเพศผู้มีขนาดใหญ่ และมีจ านวนดอกมากกว่า
ช่อดอกเพศเมีย อับเรณูอยู่ส่วนปลาย เมื่อพร้อมผสมพันธุ์จะแตกออก ภายในมีละอองเรณูสีเหลือง  
(ภาพท่ี 2ค) ส่วนช่อดอกเพศเมีย ยอดเกสรเพศเมียอยู่บนรังไข่รี (ภาพท่ี 2ง) เมื่อดอกเพศเมียได้รับการ
ผสมเกสรแล้วจะพัฒนาจนมีขนาดใหญ่ขึ้นเป็นฝักรูปรีเรียวยาว ฝักแก่มีสีน้ าตาล ซึ่งเมื่อแก่จัดจะแตก
ออกเป็น 4 พู ภายในมีเมล็ดเล็กๆ คล้ายเส้นด้ายประมาณ 50-500 เมล็ด (พัชญ์สิตา และคณะ, 2554; 
เกียรติชัย และคณะ, 2557)  

ลักษณะของใบ มีปลายใบแหลมหรือมน ขอบใบเรียบเป็นคลื่นเล็กน้อย มีขนขนาด
เล็กบริเวณผิวใบ เส้นใบมี 2 ลักษณะ เป็นเส้นใบแนวยาวและเส้นใบย่อย เส้นใบแนวยาวจะเป็น
เส้นตรงตามแนวจากโคนใบไปยังปลายใบ ส่วนเส้นใบย่อยจะมีลักษณะเป็นโครงตาข่ายเส้นใบมีการ
กระจายไปหลายทิศทาง (สุวรุณ, 2552; เอ้ือมพร, 2554) (ภาพที่ 2จ) เส้นกลางใบมีลักษณะนูนเป็น
สันแข็งใต้ท้องใบ และยืดยาวออกเป็นสาย เรียกว่า มือพัน (tendril) หรือ สายดิ่ง ส่วนของปลาย 
สายดิ่งมีลักษณะเป็นตุ่มแบนที่จะพัฒนาไปเป็นหม้อ (ภาพที่ 2ฉ) สามารถแบ่งได้ 2 ลักษณะตามอายุ
ของพืช ได้แก่  

หม้อล่าง (lower pitcher หรือ terrestrial pitcher) เกิดบริเวณปลายใบที่อยู่ใกล้
กับพ้ืนดินมีทั้งทรงกลมและทรงกระบอก มักมีสีสันหรือลวดลายสวยงามสะดุดตาไว้ล่อเหยื่อ ส่วนใหญ่
ปากหม้อหันเข้าหาสายดิ่ง (ภาพท่ี 2ช)  

หม้อบน (upper pitcher หรือ aerial pitcher) เกิดเมื่อพืชเติบโตขึ้นจนเป็น 
เถาเลื้อยยาว สายดิ่งจะม้วนเป็นมือเกาะเพ่ือหาหลักยึดพยุงล าต้น ส่วนหม้อยืดออกเป็นรูปกรวย  
ก้นแหลม ปากหม้อหันออกจากสายดิ่ง และมักเปลี่ยนเป็นสีเขียวเรียบๆ (ภาพท่ี 2ซ) 
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ภาพที่ 2 ลักษณะของต้นหม้อข้าวหม้อแกงลิง N. mirabilis  
(ก) ต้นหม้อข้าวหม้อแกงลิงในธรรมชาติ (ข) ล าต้น (ค) ช่อดอกตัวผู้ (ง) ช่อดอกตัวเมีย  
(จ) ใบ (ฉ) สายดิ่ง (ช) หม้อล่าง (ซ) หม้อบน 

 
ส่วนของหม้อ เมื่อหม้อมีการเจริญเติบโตเต็มที่ฝาจะเปิดออก ส่วนหน้าของหม้อล่างมี

ปีก (wing หรือ ladder) สองอันเป็นชายครุยช่วยให้แมลงไต่ขึ้นไปยังปากหม้อได้สะดวก ส่วนของ 
ปากหม้อ (peristome หรือ lip) มีผิวเรียบล ื่นเป็นมันหรือเป็นซี่ฟัน มักมีสีสันและลวดลายสวยงาม ท า
ให้เหยื่อตกลงไปในหม ้อไดง่้าย (ภาพท่ี 3ก) ด้านในเคลือบด้วยขี้ผึ้ง (waxy zone) อยู่บริเวณปากลงไป
ประมาณหนึ่งในสามของหม้อ ท าให้เหยื่อไม่สามารถปีนกลับขึ้นมาได้ (ภาพที่ 3ข) ส ่วนล ่อเหยื่อ 
(attractive zone) ภายในมีต ่อมน้ าหวานล ่อเหยื่อจ าพวกมด และมีส ่วนที่ย ่อยซากเหย ื่อ (digestive 
zone) บริเวณก้นหม้อเป็นส่วนที่อยู่ลึกที่สุดมีต่อมเล็กๆ ท าหน้าที่ผลิตน้ าย่อยตั้งแต่ก่อนฝาเปิด มีฤทธิ์
เป็นกรดอ่อนๆ สามารถย่อยสลายซากเหยื่อ เพ่ือดูดซึมธาตุอาหาร (ภาพที่ 3ค) 
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ภาพที่ 3  ส ่วนประกอบภายในหม ้อของหม้อข้าวหม้อแกงลิง  

  (ก) ส ่วนล ่อเหยื่อ (ข) ส่วนที่เคลือบขี้ผึ้ง (ค) ส ่วนย ่อยซากเหย ื่อ  

ที่มา: พ ัชญ์ส ิตา และคณะ (2554) 

หม้อข้าวหม้อแกงลิงแต่ละชนิดจะมีวิธีการล่อเหยื่อให้มาติดกับดักด้วยวิธีต่างกัน เช่น               

สร้างน้ าหวานจากต่อมที่อยู่บริเวณถัดจากขอบของปากกับดักทางด้านในหรืออาจจะผลิตกลิ่นของ

แมลงตัวเมียเพ่ือล่อแมลงตัวผู้ให้มาผสมพันธุ์  หรือมีการสร้างกับดักที่มีสีสันสะดุดตา ด้วยสาเหตุนี้

หม้อข้าวหม้อแกงลิงจึงมีการผลิตหม้อที่มีลักษณะสวยงาม ท าให้ได้รับความสนใจจากตลาดไม้ประดับ 

ทั่วโลก หม้อข้าวหม้อแกงลิงจึงถูกน าออกจากธรรมชาติมาใช้ประโยชน์เชิงพาณิชย์  ส่งผลให้

หม้อข้าวหม้อแกงลิงมีจ านวนลดลงอย่างมาก (Chaveerach et al., 2006) สหภาพนานาชาติเพ่ือการ

อนุรักษ์ธรรมชาติและทรัพยากรธรรมชาติ หรือ ไอยูซีเอ็น (International Union for Conservation 

of Nature: IUCN) ของประเทศไทย ก าหนดให้หม้อข้าวหม้อแกงลิงเป็นพืชที่ถูกคุกคามท าให้

ประชากรลดน้อยลงจนอยู่ในขั้นที่มีแนวโน้มใกล้สูญพันธุ์ ปัจจุบันหม้อข้าวหม้อแกงลิง N. mirabilis  

ในธรรมชาติได้สูญพันธุ์ไปจากถิ่นเดิมในหลายพ้ืนที่ เนื่องจากเป็นพืชที่พบได้ง่าย เมื่อเทียบกับ

หม้อข้าวหม้อแกงลิงชนิดอ่ืนๆ ที่สามารถเจริญเติบโตได้อย่างรวดเร็ว และทนทานต่อสภาพอากาศที่

ร้อนหรือแห้งแล้งได้ดี (สายสุดใจ และคณะ, 2559) หม้อข้าวหม้อแกงลิงจึงถูกจัดให้อยู่ในบัญชีที่ 2 

ของอนุสัญญาไซเตสที่สามารถส่งออกนอกประเทศได้ ไม่ว่าจะเพาะขยายพันธุ์ในเรือนเพาะช า หรือมา

จากถิ่นอาศัยธรรมชาติ แต่ต้องไม่ผิดกฎหมายภายในประเทศ ส าหรับประเทศที่ส่งออกต้องมีหนังสือ

รับรองว่าไม่ก่อให้เกิดความเสียหายต่อการด ารงชีวิตในแหล่งธรรมชาติ ยกเว้น N. khasiana และ 

 N. rajah ซึ่งอยู่ในบัญชีที่ 1 ชนิดพันธุ์ที่ได้มาจากถิ่นอาศัยตามธรรมชาติและใกล้จะสูญพันธุ์ ห้ามท า

การค้าขายโดยเด็ดขาด ยกเว้นการขยายพันธุ์ด้วยเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ หรือน าเข้าส่งออกเพ่ือ

การศึกษาวิจัย การน าเข้าส่งออกจะต้องได้รับอนุญาตจากประเทศผู้น าเข้าก่อน  
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ดังนั้นจึงจ าเป็นอย่างยิ่งท่ีจะต้องขยายพันธุ์หม้อข้าวหม้อแกงลิงให้ได้จ านวนมากเพ่ือ
การอนุรักษ์ หม้อข้าวหม้อแกงลิงสามารถการขยายพันธุ์ได้หลายวิธี เช่น การขยายพันธุ์ด้วยเมล็ด การ
ปักช า การแยกหน่อ การตอนกิ่งในอากาศ การตอนกิ่งแบบฝังกิ่ง และการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
(Pietropaolo and Pietropaolo, 1986) อย่างไรก็ตามการขยายพันธุ์ในธรรมชาติมีข้อจ ากัด 
เนื่องจากการขยายพันธุ์โดยอาศัยเพศมีปัญหาในการผสมเกสร เพราะช่อดอกตัวผู้และช่อดอกตัวเมีย
เกิดข้ึนต่างต้นกัน ท าให้มีการผสมพันธุ์ติดเมล็ดได้ยาก และเมล็ดที่ได้มักจะเป็นหมัน ท าให้มีเปอร์เซ็นต์
การงอกต่ า ส่วนการขยายพันธุ์โดยไม่อาศัยเพศด้วยการปักช า และการฝังราก ใช้ระยะเวลานานและได้
ต้นจ านวนน้อย ในขณะที่การขยายพันธุ์ด้วยเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเป็นวิธีการที่เหมาะสมในการ
ขยายพันธุ์พืชให้ได้ปริมาณมากอย่างรวดเร็วในระยะเวลาค่อนข้างสั้น (Sukamto et al., 2011) 

 
1.2.2 การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช  
 
การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเป็นการขยายพันธุ์พืชที่สามารถน าส่วนใดส่วนหนึ่งของพืชไม่

ว่าจะเป็นส่วนของเนื้อเยื่อจากอวัยวะต่างๆ เช่น ปลายยอด ตาข้าง ก้านช่อดอก ใบ ก้านใบ ล าต้น  
อับละอองเกสร และ เมล็ด เป็นต้น มาเพาะเลี้ยงลงบนอาหารสังเคราะห์ในสภาพปลอดเชื้อที่มีการ
ควบคุมธาตุอาหารและสภาพแวดล้อม เช่น อุณหภูมิ ความชื้น และ แสง ท าให้พืชสามารถเจริญเติบโต
ได ้(Thorpe, 2007) การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อจึงมีความส าคัญในการสร้างพืชต้นใหม่ที่มีลักษณะดีเหมือน
ต้นแม่ทุกประการ  โดยเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อจะอาศัยหลักการโททิโพเทนซี (totipotency) 
ของเซลล์พืช คือ เซลล์หนึ่งเซลล์ที่สามารถเจริญเติบโตและพัฒนาเป็นเนื้อเยื่อ อวัยวะ และ  
ต้นสมบูรณ์ได้ ซึ่งต้นที่เจริญเติบโตจากการขยายพันธุ์ด้วยเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชเป็นต้นที่มี  
จีโนไทป์ตรงตามพันธุกรรม เนื่องจากมีการควบคุมสภาพแวดล้อมที่เพาะเลี้ยงน าไปสู่การเจริญเติบโต
และการเพิ่มจ านวนต้นพืช โดยมีการควบคุมธาตุอาหาร กรด-ด่าง อุณหภูมิ และความชื้น เทคนิคการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อจึงมีการน ามาใช้ในการขยายพันธุ์พืชอย่างกว้างขวาง ทั้งด้านงานวิ จัย ด้าน
อุตสาหกรรม การผลิตพืชปลอดเชื้อ และ การผลิตพืชสร้างสารทุติยภูมิ นอกจากนี้ยังใช้กับพืชที่ใกล้จะ
สูญพันธุ์จากการถูกคุกคามและพืชสายพันธุ์หายาก เพ่ือรักษาพันธุกรรม เนื่องจากสามารถเพ่ิมปริมาณ
ต้นพืชได้อย่างทวีคูณ ใช้ชิ้นส่วนพืชเริ่มต้นหนึ่งชิ้นส่วนสามารถเพ่ิมปริมาณต้นพืชได้หลายพันต้นใน
ระยะเวลาค่อนข้างสั้น โดยไม่ต้องค านึงถึงฤดูกาล และสภาพแวดล้อม  

ทั้งนี้อาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อมีความส าคัญต่อการเจริญเติบโตและการพัฒนาของพืช 
อาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อจ าเป็นต้องมีส่วนประกอบของ ธาตุอาหารหลัก ธาตุอาหารรอง วิตามิน 
สารอินทรีย์อ่ืนๆ สารควบคุมการเจริญเติบโต แหล่งคาร์บอน และ สารท าเจลส าหรับอาหารแข็ง   
สูตรอาหารมาตรฐานที่นิยมใช้อย่างกว้างขวางในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช เช่น MS (Murashige and 
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Skoog, 1962) GB5 (Gamborg's B5 Basal Medium with Minimal Organics 1968) และ VW 
(Vacin and Went, 1949) เป็นต้น อาหารแต่ละสูตรจะมีชนิดและปริมาณความเข้มข้นของ 
ธาตุอาหารที่แตกต่างกัน ส่วนการใช้สารควบคุมการเจริญเติบโต เพ่ือประสิทธิภาพในการเจริญเติบโต
ของเนื้อเยื่อ การแบ่งเซลล์และ การขยายเซลล์ นอกจากนี้สารควบคุมการเจริญเติบโตยังเป็นปัจจัยที่มี
ความส าคัญต่อการชักน าให้ชิ้นส่วนพืชเกิดแคลลัสและพัฒนาเป็นต้นพืชที่สมบูรณ์ได้ โดยสารควบคุม
การเจริญเติบโตที่นิยมใช้ ได้แก่ ออกซิน ไซโทไคนิน และ จิบเบอเรลลิน หากระดับของไซโทไคนินสูง
กว่าระดับออกซินจะมีส่วนส าคัญในการชักน าให้เกิดต้น ในทางตรงข้ามหากระดับออกซินสูงกว่าระดับ
ไซโทไคนินจะมีผลในการชักน าให้เกิดราก กลุ่มของไซโตไคนินที่นิยมใช้คือ 6-benzylaminopurine 
(BAP) และ 6-furfurylaminopurine (kinetin) เป็นต้น ส่วนกลุ่มของออกซิน เช่น Indole-3-acetic 
acid (IAA) Indole-3-bcetic acid (IBA) และ Naphthaleneacetic acid (NAA) นอกจากนี้
สารอินทรีย์จากธรรมชาติที่ได้มาจากผลิตภัณฑ์ของพืช เช่น น้ ามะพร้าวอ่อน น้ ามะเขือเทศ กล้วย  
มันฝรั่ง และ สารที่สกัดจากยีสต์ สามารถช่วยส่งเสริมให้พืชสามารถเจริญเติบโตได้ รวมถึงชิ้นส่วนของ
พืชที่น ามาเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ  

การเลือกชิ้นส่วนพืชมาท าการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเพ่ือให้สามารถพัฒนาไปเป็นต้นพืช
ได้ขึ้นอยู่กับอายุของพืชที่น ามาเพาะเลี้ยง และชนิดของเนื้อเยื่อพืชที่น ามาเพาะเลี้ยง เช่น ปลายยอด 
ตายอด ตาข้าง และ ใบอ่อน เป็นต้น การเลือกชนิดของเนื้อเยื่อควรเลือกให้เป็นไปตามวัตถุประสงค์ 
เช่น เพ่ือการขยายพันธุ์ ควรใช้เนื้อเยื่อที่มีลักษณะปกติ ได้แก่ ส่วนตา ใบ ยอด ล าต้น และเพ่ือการ
ผลิตพืชปลอดโรค ควรใช้เนื้อเยื่อเจริญส่วนปลาย ขนาด 0.1-0.2 มิลลิเมตร (รังสฤษดิ,์ 2541)  

การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเป็นเทคโนโลยีการผลิตที่สามารถน ามาประยุกต์ประโยชน์ทาง
การเกษตรได้หลายประการ มีรายงานการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชหลายชนิด เช่น รายงานของ Rahman 
และคณะ (2013) ที่ขยายพันธุ์กล้วยด้วยเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ โดยน าชิ้นส่วนปลายยอดมา
เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่มีสารควบคุมการเจริญเติบโต BAP KN และ 2iP (N6-(2-
Isopentenyl) adenine) ที่ความเข้มข้น 1.0-5.0 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นระยะ 4 สัปดาห์ เมื่อเพ่ิม
ปริมาณยอด พบว่า อาหารสูตร MS ที่มีสารควบคุมการเจริญเติบโต BAP ความเข้มข้น 4.0 มิลลิกรัม
ต่อลิตร สามารถเพ่ิมปริมาณยอดสูงสุด 95.00 เปอร์เซ็นต์  โดยมีจ านวนยอดเฉลี่ยสูงสุด 5.9 ยอดต่อ
ชิ้นส่วน ในขณะที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่มีสารควบคุมการเจริญเติบโต BAP ความเข้มข้น 5.0 
มิลลิกรัมต่อลิตร มีความยาวยอดสูงสุด 4.9 เซนติเมตร จากนั้นเมื่อน ามาชักน ายอดบนอาหารสูตร MS 
ที่มีสารควบคุมการเจริญเติบโต IBA และ NAA ที่ความเข้มข้น 0.5-2.0 มิลลิกรัมต่อลิตร พบว่า อาหาร
สูตร MS ที่มีสารควบคุมการเจริญเติบโต IBA ความเข้มข้น 1.0 มิลลิกรัมต่อลิตร มีการเกิดรากสูงสุด 
96.00 เปอร์เซ็นต ์
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การศึกษาของ Patel และ Patel (2015) ที่ขยายพันธุ์หน่อไม้ฝรั่งด้วยเทคนิคการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ โดยน าชิ้นส่วนข้อมาชักน าแคลลัสบนอาหารสูตร MS ที่มีสารควบคุมการ
เจริญเติบโต NAA  BAP  KN  และ  2,4-D (2,4-dichlorophenoxy acetic acid) ที่ความเข้มข้น 
0.1-2.0 มิลลิกรัมต่อลิตร พบว่า อาหารสูตร MS ที่มีสารควบคุมการเจริญเติบโต NAA ความเข้มข้น 
0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถชักน าแคลลัสสูงสุด 93.33 เปอร์เซ็นต์  จากนั้นเมื่อน ามาชักน ายอดบน
อาหารสูตร MS ที่มีสารควบคุมการเจริญเติบโต BAP  NAA  และ  IBA ที่ความเข้มข้น 0.1-2.0 
มิลลิกรัมต่อลิตร พบว่า อาหารสูตร MS ที่มีสารควบคุมการเจริญเติบโต IBA ความเข้มข้น 1.5 
มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถชักน ายอดสูงสุด 87.50 เปอร์เซ็นต์ 

นอกจากนี้รายงานของ Dinesh และคณะ (2015) ที่ขยายพันธุ์อ้อยด้วยเทคนิคการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ โดยน าชิ้นส่วนปลายยอดมาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่มีสารควบคุมการ
เจริญเติบโต NAA และ 2,4-D ความเข้มข้น 0.5-3.0 มิลลิกรัมต่อลิตร พบว่า อาหารสูตร MS ที่ม ี
สารควบคุมการเจริญเติบโต 2,4-D ความเข้มข้น 2.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ชักน าแคลลัสสูงสุด 90.00 
เปอร์เซ็นต์ จากนั้นเมื่อน ามาชักน ายอดด้วย สารควบคุมการเจริญเติบโต BAP  KN  และ  IBA ที่ความ
เข้มข้น 0.5-3.0 มิลลิกรัมต่อลิตร พบว่า อาหารที่มีสารควบคุมการเจริญเติบโต BAP ความเข้มข้น 2.0 
มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับสารควบคุมการเจริญเติบโต IBA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร มีจ านวน
ยอดเฉลี่ยสูงสุด 13.4 ยอดต่อชิ้นส่วน  

ดังนั้นการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชจึงเป็นอีกวิธีหนึ่งของเทคโนโลยีด้านการเกษตรที่มี
ความส าคัญในการขยายพันธุ์พืชได้อย่างรวดเร็วและมีปริมาณมากในเชิงพาณิชย์ และการอนุรักษ์
พันธุกรรมพืช 

 
1.2.3 การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อหม้อข้าวหม้อแกงลิง 
 
การ เพาะเลี้ ย ง เนื้ อ เยื่ อ พืช เป็ น เทคนิ คที่ มี การน ามาใช้ ในการขยายพันธุ์

หม้อข้าวหม้อแกงลิงรายงานการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อหม้อข้าวหม้อแกงลิงหลายสายพันธุ์ เช่น จาก
รายงานของ Chua (1999) ได้ขยายพันธุ์หม้อข้าวหม้อแกงลิงสายพันธุ์ N. macfarlanei โดยการฟอก
ฆ่าเชื้อเมล็ดด้วยสารฟอกขาวคลอร็อกซ์ที่ความเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 20 นาที จากนั้นน ามา
ล้างด้วยน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อจ านวน 3 ครั้ง แล้วน ามาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS  ½ MS  GB5   
½ GB5  NN  SH  VW  และ  AS พบว่า การเพาะเลี้ยงเมล็ดหม้อข้าวหม้อแกงลิงบนอาหารสูตร  
½ MS มีจ านวนยอดสูงสุด 1.0-3.0 ยอดต่อชิ้นส่วน มีการรอดชีวิต 25-75 เปอร์เซ็นต์ เช่นเดียวกับ
งานวิจัยของ Sani et al. (2000) ที่เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อหม้อข้าวหม้อแกงลิงสายพันธุ์ N. mirabilis บน
อาหารสูตร  ½ MS ที่ฟอกฆ่าเมล็ดด้วยสารฟอกขาวคลอร็อกซ์ที่ความเข้มข้น 30 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 
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3 นาที แล้วล้างด้วยน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อจ านวน 3 ครั้ง เป็นเวลา 15 นาที แล้วน ามาเพาะเลี้ยงบนอาหาร
สูตร ½ MS พบว่า เมล็ดหม้อข้าวหม้อแกงลิงมีการปนเปื้อน 12.5-48.4 เปอร์เซ็นต์ และมีการงอก  
0-66.0 เปอร์เซ็นต์  

Jala (2012) พบว่า การน าปลายยอดของหม้อข้าวหม้อแกงลิงสายพันธุ์  
N. mirabilis มาฟอกฆ่าเชื้อด้วยคลอร็อกซ์ความเข้มข้น 15 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 10 นาที ตามด้วย 
คลอร็อกซ์ความเข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 10 นาที แล้วน ามาล้างด้วยน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อจ านวน 3 
ครั้ง เป็นเวลา 3 นาที แล้วตัดชิ้นส่วนปลายยอดขนาด 1.0 เซนติเมตร มาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS 
ที่มีสารควบคุมการเจริญเติบโต BA ความเข้มข้น 1.0-3.0 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 20 สัปดาห์ 
พบว่า ต้นอ่อนหม้อข้าวหม้อแกงลิงที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่มีสารควบคุมการเจริญเติบโต BA 
ความเข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตร มีความยาวยอดสูงสุด 1.3 เซนติเมตร โดยมีจ านวนใบ ความกว้างใบ 
และ ความยาวใบเฉลี่ยต่อต้นสูงสุด  

อัจฉรา (2558) ศึกษาสูตรอาหารที่เหมาะสมต่อการขยายพันธุ์หม้อข้าวหม้อแกงลิง
ชนิด N. lowii Hook.f. ในหลอดทดลอง โดยน ายอดอ่อนปลอดเชื้อขนาด 1.0 เซนติเมตร มา
เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่มีสารควบคุมการเจริญเติบโต BAP เข้มข้น 0-5.0 มิลลิกรัมต่อลิตร 
แสดงให้เห็นว่า ต้นอ่อนที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่มีสารควบคุมการเจริญเติบโต BAP เข้มข้น 
2.0 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถชักน าให้ต้นอ่อนหม้อข้าวหม้อแกงลิง N. lowii เกิดยอดใหม่เฉลี่ยมาก
ที่สุด 34 ยอดต่อชิ้นส่วน ภายใน 32 สัปดาห์  

Sukamto และคณะ (2011) น ายอดอ่อนหม้อข้าวหม้อแกงลิงสายพันธุ์  
N. albomarginata มาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร ½MS ที่มีสารควบคุมการเจริญเติบโต BA  
ความเข้มข้น 1.0 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับสารควบคุมการเจริญเติบโต NAA ความเข้มข้น 0.5  1.0  
1.5  และ  2.0 มิลลิกรัมต่อลิตร และสารควบคุมการเจริญเติบโต BA ความเข้มข้น 1.0 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร ร่วมกับ พิคลอแรมความเข้มข้น 0.5  1.0  1.5  และ  2.0 มิลลิกรัมต่อลิตร พบว่า การเพาะเลี้ยง
ปลายยอดหม้อข้าวหม้อแกงลิงบนอาหารสูตร ½MS ที่มีสารควบคุมการเจริญเติบโต BA ความเข้มข้น 
1.0 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับสารควบคุมการเจริญเติบโต NA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร มี
ความยาวยอดสูงสุด 4.08 มิลลิเมตร การเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร ½ MS ที่ไม่มีการเติมสารควบคุม
การเจริญเติบโต มีจ านวนใบสูงสุด 5.58 ใบต่อชิ้นส่วน การเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร ½ MS  ที่มีสาร
ควบคุมการเจริญเติบโต BA ความเข้มข้น 1.0 มิลลิกรัมต่อลิตรมีจ านวนยอดสูงสุด 1.58 ยอดต่อ
ชิ้นส่วน และจากการเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร ½ MS ที่มีสารควบคุมการเจริญเติบโต BA ความเข้มข้น 
1.0 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ NAA ความเข้มข้น 2.0 มิลลิกรัมต่อลิตร มีการเกิดแคลลัสสูงสุด 41.67 
เปอร์เซ็นต ์
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Siriwardana และคณะ (2013) ขยายพันธุ์หม้อข้าวหม้อแกงลิงด้วยเทคนิคการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ โดยน าเมล็ดหม้อข้าวหม้อแกงลิงมาฟอกฆ่าเชื้อด้วยเมอคิวริกคลอไรด์ความเข้มข้น 
0.1 เปอร์เซ็นต์ แล้วน ามาล้างน ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อจ านวน 3 ครั้ง เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นน ามา
เพาะเลี้ยงบนอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 5 สูตร คือ อาหารสูตร MS ที่ไม่เติมสารควบคุมการ
เจริญเติบโต อาหารสูตร MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต BAP ความเข้มข้น 1.0 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร อาหารสูตร ½MS ที่ไม่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต อาหารสูตร ½MS ที่เติมสารควบคุมการ
เจริญเติบโต GA3 ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร และอาหารที่ไม่มีการเติมธาตุอาหารและสาร
ควบคุมการเจริญเติบโต พบว่า การเพาะเลี้ยงเมล็ดหม้อข้าวหม้อแกงลิงบนอาหารแข็งที่ไม่มีการเติม
ธาตุอาหารและสารควบคุมการเจริญเติบโต มีการงอกสูงสุด 87.23 เปอร์เซ็นต์ รองลงมาคือ อาหาร
สูตร ½ MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต GA3 (Gibberellic Acid) ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร มีการงอก 60 เปอร์เซ็นต์ บนอาหารสูตร ½MS มีการงอก 41.03 เปอร์เซ็นต์ อาหารสูตร MS ที่
เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต BAP ความเข้มข้น 1.0 มิลลิกรัมต่อลิตร มีการงอก 19.51 เปอร์เซ็นต์ 
และบนอาหารสูตร MS ที่ไม่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต มีการงอก 10 เปอร์เซ็นต ์

อย่างไรก็ตามแม้ว่าการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชจะสามารถขยายพันธุ์ได้อย่างรวดเร็ว
และมีจ านวนมาก แต่พบว่าการปนเปื้อนจุลินทรีย์เป็นปัจจัยส าคัญที่ท าให้เกิดอุปสรรคในการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช ดังนั้นการฟอกฆ่าเชื้อชิ้นส่วนพืชให้ปราศจากจุลินทรีย์จึงเป็นเทคนิคที่มี
ความส าคัญในการขยายพันธุ์พืชด้วยเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อให้มีประสิทธิภาพมากยิ่งขึ้น 

 
1.2.4 เทคนิคการฟอกฆ่าเชื้อชิ้นส่วนพืช 
 
การปนเปื้อนเชื้อจุลินทรีย์เป็นปัญหาส าคัญในการขยายพันธุ์พืชด้วยเทคนิคการ

เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช เนื่องจากการปนเปื้อนมีสาเหตุมาจากหลายปัจจัย ทั้งจากลักษณะสัณฐานของ
ชิ้นส่วนพืช แหล่งที่อาศัยของพืช  และจุลินทรีย์ที่อยู่ภายในต้นพืช (endophytic) นอกจากนี้หาก
ห้องปฏิบัติการหรือเครื่องมือในห้องปฏิบัติการไม่ปลอดเชื้อ อาจท าให้ชิ้นส่วนพืชกลับมาปนเปื้อนได้ 
(Webster et al., 2003) การปนเปื้อนของจุลินทรีย์บริเวณพ้ืนผิวของชิ้นส่วนพืชเป็นอันตรายต่อ
เนื้อเยื่อพืชอย่างมาก เนื่องจากจุลินทรีย์สามารถเจริญเติบโตได้ดีในอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช ส่งผล
ให้เนื้อเยื่อพืชตาย หรือมีการเจริญเติบโตช้า (Oyebanji et al., 2009) การปนเปื้อนจึงเป็นปัญหาใน
การน าต้นพืชจากธรรมชาติมาเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ (Odutayo et al., 2007)  

เพ่ือให้การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อมีประสิทธิภาพมากยิ่งขึ้นจึงมีการน าสารฟอกฆ่าเชื้อ 
(sterilizing agent) มาใช้ในการฟอกฆ่าเชื้อชิ้นส่วนให้ปราศจากจุลินทรีย์ โดยสารเคมีที่น ามาใช้อย่าง
แพร่หลายในการฟอกฆ่าเชื้อ ได้แก่ ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ (H2O2) เอทานอล (C2H5OH)  
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ซิลเวอร์ไนเตรท (AgNO3 ) เมอร์คิวริกคลอไรด์ (HgCl2) และ โซเดียมไฮโปคลอไรท์ (NaOCl)  มี
คุณสมบัติเป็นสารฟอกขาว (จักรกริช และคณะ, 2554) 

ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ เป็นสารฆ่าเชื้อ (sanitizer) ที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของ
แบคทีเรีย โดยไปท าให้เกิดปฏิกิริยาเปอร์ออกซิเดชัน (peroxidation) ของลิพิดที่เป็นองค์ประกอบอยู่
ในชั้นเยื่อหุ้มเซลล์ของแบคทีเรีย ส่งผลท าให้ความสามารถในการซึมผ่านเข้าและออกจากเยื่อหุ้มเซลล์
ของสารต่างๆ เสียไป ซึ่งไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์จะมีผลกับแบคทีเรียแกรมลบมากกว่าแบคทีเรีย  
แกรมบวก และยังมีผลกับเชื้อรา โดยจะท าให้เกิด oxidizing effect ภายในเซลล์ และจะไปท าลาย
โครงสร้างโมเลกุลของโปรตีนภายในเซลล์ 

เอทานอล เป็นทั้งสารระงับเชื้อและฆ่าเชื้อ มีการออกฤทธิ์โดยการตกตะกอนโปรตีน
และละลายไขมันที่เยื่อหุ้มเซลล์ โดยมีระยะเวลาในการฆ่าเชื้อเร็วประมาณ 1-2 นาที สามารถฆ่าเชื้อ
แบคทีเรียได้ท้ังแกรมบวกและแกรมลบ แต่เอทานอลมีการระเหยช้าท าให้เนื้อเยื่อพืชแห้ง ความเข้มข้น
ที่นิยมใช้ คือ 70.0 เปอร์เซ็นต์ เพราะมีปริมาณแอลกอฮอล์น้อยที่สุดที่จะได้ผลดีที่สุดและมีปริมาณน้ า
ที่พอเหมาะสม ช่วยให้แอลกอฮอล์แทรกซึมได้ดีและระเหยช้าไม่เป็นอันตรายต่อเนื้อเยื่อพืช 

ซิลเวอร์ไนเตรท เป็นสารประกอบประเภทอนินทรีย์ เมื่อน ามาละลายน้ าจะได้
สารละลายซิลเวอร์ไนเตรทมีฤทธิ์ต่อต้านการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย  ซึ่งสามารถเข้าท าลายได้ทั้ง
แบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ นอกจากนี้ยังสามารถหยุดการเจริญเติบโตของเชื้อรา และยีสต์ได้
อีกด้วย โดยกลไกการออกฤทธิ์ของสารละลายซิลเวอร์ไนเตรท จะตกตะกอนสารโปรตีนของแบคทีเรีย
ท าให้วงจรการด ารงชีวิตของแบคทีเรียถูกยับยั้งจนไม่สามารถเจริญเติบโตได้ แบคทีเรียจึงหยุดกระจาย
พันธุ์และตายในที่สุด ความเข้มข้นที่ใช้ประมาณ 1.0 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลาประมาณ 5-30 นาที จะมี
ประสิทธิภาพในการฆ่าเชื้อได้ดี 

เมอร์คิวริกคลอไรด์ มีผลต่อโปรตีนในเซลล์ โดยสารเคมีจะไปจับกับโปรตีนแล้วท าให้
โปรตีนแข็งตัว หรือท าให้เอนไซม์หมดฤทธิ์ไม่สามารถท าหน้าที่ตามปกติได้ ท าให้กระบวนการ 
เมแทบอลิซึมหยุดชะงัก หรือขบวนการเมแทบอลิซึมผิดปกติ ความเข้มข้นที่ใช้ประมาณ 0.1-1.0 
เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลาประมาณ 2-10 นาที จะมีประสิทธิภาพการฆ่าเชื้อที่ดีพอควร (Elbasheer and 
Osman, 2017) 

โซเดียมไฮโปคลอไรท์เป็นสารประกอบประเภทเกลือ โดยเมื่อโซเดียมไฮโปคลอไรท์
ละลายน้ าจะมีคุณสมบัติเป็นสารฟอกขาว (Bleach หรือ Liquid bleach) และมีการปลดปล่อยสาร
คลอรีนที่เป็นสารฆ่าเชื้อ  โซเดียมไฮโปคลอไรท์เป็นสารเคมีที่ใช้อย่างแพร่หลาย มีคุณสมบัติต่างๆ 
เหมือนกับคลอรีนแต่ใช้ง่ายกว่า การออกฤทธิ์ในการฆ่าเชื้อจากการละลายน้ าท าให้เกิดกรดไฮโป
คลอรัส (Hypochlorus acid-HOCl) ที่เข้าท าปฏิกิริยากับโปรตีนภายในเซลล์ของเชื้อจุลินทรีย์ หรือ
อาจเกิดการออกซิไดซ์  โดยการใช้โซเดียมไฮโปคลอไรท์ที่มีค่าความเป็นกรดด่างประมาณ 11 จะส่งผล
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ให้มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียได้หลายชนิด ความเข้มข้นที่ใช้ประมาณ  
0.25-2.63 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลาประมาณ 5-30 นาที จะส่งผลให้มีประสิทธิภาพในการฆ่าเชื้อได้ดีมาก 
(ยิ่งลักษณ,์ 2555) 

การฟอกฆ่าเชื้อชิ้นส่วนหม้อข้าวหม้อแกงลิงให้ปราศจากจุลินทรีย์เป็นอุปสรรคอย่าง
มาก เนื่องจากหม้อข้าวหม้อแกงลิง N. mirabilis มีการเจริญเติบโตตามแหล่งน้ าขังทั่วทุกภูมิภาคของ
ประเทศ (จุฑารัตน์ และคณะ, 2559) นอกจากนี้สามารถพบได้บนซากพืชที่ทับถมเป็นชั้นหนาลอยอยู่
ในบึงน้ าจืด เรียกว่า “แพขี้สนุ่นหรือแพขี้สนม” ท าให้มีจุลินทรีย์ทั้งเชื้อราและแบคทีเรียจ านวนมาก
บริเวณผิวของชิ้นส่วน อีกทั้งลักษณะทางสัณฐานของต้นหม้อข้าวหม้อแกงลิงที่เป็นอุปสรรคในการ
ฟอกฆ่าเชื้อ เนื่องจากชิ้นส่วนที่เหมาะสมในการน ามาฟอกฆ่าเชื้อเป็นชิ้นส่วนที่ไม่อ่อนหรือแก่จนเกินไป 
แต่พบว่าหม้อข้าวหม้อแกงลิง N. mirabilis มีขนอ่อนจ านวนมากบริเวณนี้ ทั้งชิ้นส่วนใบ เมล็ด และ 
ตาข้าง นอกจากนี้ชิ้นส่วนตาข้างอยู่ระหว่างกาบใบที่เป็นรูปตัวยูติดกับล าต้นที่ยากต่อการฟอกฆ่าเชื้อ
อีกด้วย (สายสุดใจ และคณะ, 2559)  

จากหลายรายงานมีการน าสารเคมีที่มีคุณสมบัติเป็นสารฟอกขาวมาใช้ในการฟอก 
ฆ่าเชื้อบริเวณพ้ืนผิวของชิ้นส่วนพืช เพ่ือให้การขยายพันธุ์ด้วยเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อมี
ประสิทธิภาพมากยิ่งขึ้น เนื่องจากสารฟอกขาวมีส่วนประกอบของโซเดียมไฮโปคลอไรท์ ได้แก่  บลีช 
(bleach®) ประกอบด้วยโซเดียมไฮโปคลอไรท์ 8.25 เปอร์เซ็นต์ คลอร็อกซ์ (Clorox®) ประกอบด้วย
โซเดียมไฮโป-คลอไรท์ 8.25 เปอร์เซ็นต์ และไฮเตอร์ (Haiter®) ประกอบด้วยโซเดียมไฮโปคลอไรท์ 
6.00 เปอร์เซ็นต์ โดยมีรายงานการฟอกฆ่าเชื้อชิ้นส่วนพืชโดยใช้สารเคมีในพืชหลายชนิด ดังนี้ 

การฟอกฆ่าเชื้อชิ้นส่วนปลายยอดและข้อของสตอเบอรี่ ในธรรมชาติเพ่ือการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ โดยใช้สารเมอร์คิวริกคลอไรด์ความเข้มข้น 0.1 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 2 3 และ 4 
นาที ตามล าดับ และโซเดียมไฮโปคลอไรท์ความเข้มข้น 1.5 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 10 15 และ 20 
นาที ตามล าดับ และใช้ เมอร์คิวริกคลอไรด์และโซเดียมไฮโปคลอไรท์ร่วมกับแอลกอฮอล์ 70.0 
เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 30 นาที พบว่า ชิ้นส่วนปลายยอดและข้อด้วยโซเดียมไฮโปคลอไรท์ความเข้มข้น 
1.5 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 20 นาที ร่วมกับ แอลกอฮอล์ 70.0 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 30 นาที มี
เปอร์เซ็นต์การปลอดเชื้อสูงสุด คือ 80.00 และ 76.66 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ แต่ชิ้นส่วนปลายยอด
และข้อ มีอัตราการรอดชีวิตต่ าสุด คือ 22.22 และ 21.11 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ในขณะที่การฟอก 
ฆ่าเชื้อด้วยเมอร์คิวริกคลอไรด์ความเข้มข้น 0.1 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 4 นาที มีเปอร์เซ็นต์การ 
ปลอดเชื้อของปลายยอดและข้อต่ าสุด คือ 43.33 และ 40.00 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ แต่มีอัตราการ
รอดชีวิตสูงสุด คือ 37.77 และ 31.11 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ (Jan et al., 2013) 

การฟอกฆ่าเชื้อชิ้นส่วนใบ ข้อ และเมล็ด ของต้นกฤษณาจากธรรมชาติในการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อโดยใช้คลอร็อกซ์ความเข้มข้น 10.0  20.0  30.0  40.0  และ  50.0 เปอร์เซ็นต์เป็น
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เวลา 15 นาที และเมอร์คิวริกคลอไรด์ความเข้มข้น 0.10  0.15  และ  0.20 เปอร์เซ็นต์ ส าหรับการ
ฟอกฆ่าเชื้อชิ้นส่วนใบใช้เวลา 5  15  และ  35 วินาที ส่วนชิ้นส่วนข้อใช้เวลา 30  60  และ  90 วินาที 
และชิ้นส่วนเมล็ดใช้เวลา 3  6  และ  12 นาที พบว่า การใช้คลอร็อกซ์ความเข้มข้นสูง 50.0 
เปอร์เซ็นต์ อย่างเดียว ไม่สามารถควบคุมการปนเปื้อนของเชื้อราและแบคทีเรียได้ ส่วนการฟอก 
ฆ่าเชื้อด้วยเมอร์คิวริกคลอไรด์ พบว่า การฟอกฆ่าเชื้อชิ้นส่วนใบที่ความเข้มข้น 0.10 เปอร์เซ็นต์ เป็น
เวลา 15 วินาที มีเปอร์เซ็นต์การปลอดเชื้อสูงสุด 83.30 เปอร์เซ็นต์ และการฟอกฆ่าเชื้อชิ้นส่วนข้อที่
ใช้เมอร์คิวริกคลอไรด์ความเข้มข้น 0.10 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 30 วินาที มีเปอร์เซ็นต์การปลอดเชื้อ
สูงสุด 85.60 เปอร์เซ็นต์ ส่วนเมล็ดที่ฟอกฆ่าเชื้อที่ความเข้มข้น 0.20 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 12 นาที มี
เปอร์เซ็นต์การปลอดเชื้อสูงสุด 90.00 เปอร์เซ็นต์ (Daud et al., 2012) 

การฟอกฆ่าเชื้อเมล็ดแตงกวาเพ่ือขยายพันธุ์ด้วยเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ โดยใช้
เมอร์คิวริกคลอไรด์ ความเข้มข้น 0.1 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 2  3  4  5  6  และ  8 นาที  
โซเดียมไฮโปคลอไรท์ ความเข้มข้น 2.0 และ 3.0 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 15 20 และ 25 นาที 
ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ ความเข้มข้น 10.0  15.0  และ  20.0 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 15  12  12  10  
10  และ  8 นาที ตามล าดับ และ บาวิสติน ความเข้มข้น 1.0  1.0  3.0  3.0  5.0  และ  5.0 
เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 12  15  10  12  10  และ  8 นาที ตามล าดับ จากการฟอกฆ่าเชื้อ พบว่า การ
ฟอกฆ่าเชื้อด้วยเมอร์คิวริกคลอไรด์ ความเข้มข้น 0.1 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 4 นาที มีเปอร์เซ็นต์การ
ปนเปื้อนต่ าสุด และมีอัตราการรอดชีวิตสูงสุด 84.44 เปอร์เซ็นต์ รองลงมาคือ โซเดียมไฮโปคลอไรท์
ความเข้มข้น 2.0 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 25 นาที ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ ความเข้มข้น 15.0 
เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 10 นาที และ บาวิสติน ความเข้มข้น 3.0 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 12 นาที 
ตามล าดับ (Alam et al., 2016) 

การฟอกฆ่าเชื้อชิ้นส่วนข้อ ล าต้น และปลายยอดของชบา ด้วยคลอร็อกซ์ความ
เข้มข้น 5.0  10.0  15.0  20.0  25.0  30.0  35.0  40.0  45.0  และ  50.0 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 0  
5  10  15  20  25  และ  30 นาที พบว่า การใช้คลอร็อกซ์ความเข้มข้น 40.0 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 
20 นาที มีการปนเปื้อน 2.00 เปอร์เซ็นต์ และมีอัตราการรอดชีวิต 94.50 เปอร์เซ็นต์ การฟอกฆ่าเชื้อ
ชิ้นส่วนข้อด้วยคลอร็อกซ์ความเข้มข้น 10.0 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 15 นาที ไม่พบการปนเปื้อนของ
เชื้อจุลินทรีย์ และมีอัตราการรอดชีวิต 97.00 เปอร์เซ็นต์ และการฟอกฆ่าเชื้อชิ้นส่วนปลายยอดด้วย
คลอร็อกซ์ความเข้มข้น 5.0 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 40 นาที ไม่พบการปนเปื้อนของเชื้อจุลินทรีย์ และมี
อัตราการรอดชีวิต 60.00 เปอร์เซ็นต์ (Dar et al., 2012) 

งานวิจัยส่วนใหญ่นิยมใช้คลอร็อกซ์ในการฟอกฆ่าเชื้อชิ้นส่วนพืช เนื่องจากเป็นสาร
ฟอกขาวที่มีโซเดียมไฮโปคลอไรท์เป็นส่วนประกอบ แต่ในประเทศไทยไม่มีการวางขายคลอร็อกซ์ตาม
ห้างสรรพสินค้าทั่วไป การสั่งซื้อค่อนข้างยาก และมีราคาสูง ดังนั้นจึงมีการน าสารฟอกขาวที่มีชื่อทาง



 

15 
 

5
9 

 

การค้า คือ ไฮเตอร์ (Haiter®) มาใช้ในการวิจัย เนื่องจากเป็นสารฟอกขาวที่มีโซเดียมไฮโปคลอไรท์
ความเข้มข้น 6.0 เปอร์เซ็นต์ สามารถหาซื้อได้ง่าย และมีราคาถูก จึงเป็นทางเลือกหนึ่งในการฟอก 
ฆ่าเชื้อชิ้นส่วนพืช เพ่ือประสิทธิภาพของการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 

 
1.2.5 ความแปรปรวนทางพันธุกรรมที่เกิดจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
 
การเกิดความแปรปรวนทางพันธุกรรม (somaclonal variation) สามารถเกิดขึ้นได้

เองตามธรรมชาติ หรืออาจเกิดจากการชักน าด้วยปัจจัยการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช ในปี ค.ศ. 1958 มี
รายงานเกี่ยวกับการเกิดความแปรปรวนทางพันธุกรรมในการเพาะเลี้ยงเซลล์พืชในสภาพปลอดเชื้อ
เป็นครั้งแรก โดยมีการแสดงลักษณะการเกิดความแปรปรวนในเซลล์ใหม่ (Braun, 1959) จากนั้นการ
เกิดความแปรปรวนทางพันธุกรรมจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อและเซลล์ในสภาพปลอดเชื้อจึงได้รับ
ความสนใจอย่างมาก ต่อมาได้มีการใช้ค าว่า “somaclone” ในการอ้างถึงพืชที่มีการเพาะเลี้ยงเซลล์
ในสภาพปลอดเชื้อ และค าว่า “somaclonal variation” ในการอ้างถึงการเกิดความแปรปรวนทาง
พันธุกรรมของพืชกลุ่มนั้น (Larkin and Scowcroft, 1981)   

การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชเป็นการขยายพันธุ์แบบไม่อาศัยเพศ ดังนั้นความแปรปรวน
ทางพันธุกรรมที่เกิดขึ้นจึงเกิดในการแบ่งเซลล์แบบไมโทซิส ปัจจัยจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อสามารถ
ชักน าให้เกิดความแปรปรวนทางพันธุกรรมในพืชที่มีการเจริญเติบโตจากการเพาะเลี้ยงอวัยวะ แคลลัส 
โพรโท-พลาสต์ และ โซมาติกเอ็มบริโอได ้จึงเป็นอุปสรรคส าคัญในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช เนื่องจาก
ความแปรปรวนทางพันธุกรรมที่อาจเกิดข้ึนไม่สามารถควบคุมได้และเกิดขึ้นแบบสุ่ม (Karp, A., 1994) 
ส่งผลให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของลักษณะทางฟีโนไทป์และจีโนไทป์ (Orbovic et al., 2008) สามารถ
เกิดได้แบบชั่วคราว หรือถาวร หรือระหว่างการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ การเกิดความแปรปรวนทาง
พันธุกรรมแบบชั่วคราวเป็นการเปลี่ยนแปลงแบบอิพิเจนีติก (epigenetic) ไม่สามารถถ่ายทอดทาง
พันธุกรรมได้ และสามารถย้อนกลับได้ (Kaeppler et al., 2000) ในขณะที่การเปลี่ยนแบบถาวรเป็น
การเปลี่ยนแปลงแบบเจนีติก (genetic) สามารถถ่ายทอดทางพันธุกรรมได้ และอาจจะเป็นความ
แปรปรวนที่มีอยู่ก่อนแล้วในเซลล์พืช (Larkin and Scowcroft, 1981)  

การเกิดความแปรปรวนทางพันธุกรรมในพืชเพาะเลี้ยงจะมากหรือน้อยขึ้นอยู่กับ
วิธีการเพาะเลี้ยง เช่น การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อส่วนปลายยอด เพ่ือชักน าให้เกิดเป็นส่วนของต้นพืช โดย
ไม่ผ่านการเป็นแคลลัสมาก่อนจะมีโอกาสเกิดความแปรปรวนทางพันธุกรรมน้อย แต่ถ้าการเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อพืชมีการเจริญเติบโตผ่านแคลลัส หรือผ่านสภาพที่เป็นเซลล์แขวนลอยหรือการเพาะเลี้ยง 
โพรโตพลาสต์ จะชักน าให้พืชที่มีความแปรปรวนทางพันธุกรรมสูง ส าหรับระยะเวลาการย้ายเลี้ยง
ชิ้นส่วนพืชยิ่งนานจะยิ่งเพ่ิมอัตราการเกิดความแปรปรวนทางพันธุกรรมสูง ซึ่งเป็นความแปรปรวนที่มี
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อยู่แล้วในเนื้อเยื่อพืชที่น ามาใช้เพาะเลี้ยง แม้ว่าเซลล์ร่างกายของพืชจะมียีนเหมือนกันก็ตาม แต่เซลล์
ที่มาจากแหล่งต่างๆ ของพืช เช่น ใบ ดอก ตายอด ตาข้าง หรือ ราก จะมีการแสดงออกของยีนที่
แตกต่างกัน นอกจากนี้การใช้สารควบคุมการเจริญเติบโตของพืชที่อยู่ในอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่ออาจ
มีส่วนท าให้มีความถี่ของการเกิดความแปรปรวนทางพันธุกรรมสูงขึ้น ซึ่งเป็นการตอบสนองของจีโนม
พืชที่มีต่อความเครียดต่างๆ ที่ถูกชักน าให้เกิดในสภาพของการเพาะเลี้ยง (อรุณี, 2550)  

การเกิดความแปรปรวนทางพันธุกรรมที่เกิดขึ้นอาจแสดงออกถึงลักษณะทางสัณฐาน
วิทยาที่เปลี่ยนแปลงไป เช่น รายงานการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกระเจี๊ยบเขียวบนอาหารสูตร MS ที่ม ี
สารควบคุมการเจริญเติบโต BAP และ IBA เป็นเวลา 5 เดือน พบว่ากระเจี๊ยบเขียวมีการสร้างยอด
และรากในสัปดาห์ที่ 2 โดยกระเจี๊ยบเขียวที่ขยายพันธุ์ด้วยเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อมีการ
เจริญเติบโตอย่างสมบูรณ์ไม่เกิดความผิดปกติหลังจากการย้ายเลี้ยงเป็นเวลา 6 สัปดาห์ จากนั้นเมื่อ
ย้ายเลี้ยงชิ้นส่วนยอดลงบนอาหารสูตรเดิมเป็นเวลา 4 สัปดาห์ พบว่ากระเจี๊ยบเขียวมีลักษณะของใบที่
เปลี่ยนแปลงไป ส่วนของใบหงิกงอ และมีการสลายตัวของคลอโรฟิลล์  จากนั้นเมื่อน าต้นที่ผิดปกติมา
ตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมด้วยเทคนิค RAPD พบว่า กระเจี๊ยบเขียวที่ขยายพันธุ์ด้วย
เทคนิคเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเป็นเวลา 5 เดือน เกิดความแปรปรวนทางพันธุกรรมในระดับดีเอ็นเอ โดย
ปรากฏรูปแบบดีเอ็นเอเพ่ิมข้ึน (Govinden-Soulange et al., 2012) 

การเกิดความแปรปรวนทางพันธุกรรมจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อนั้นเป็นปัญหา
ส าคัญในการขยายพันธุ์พืชทางเศรษฐกิจที่ต้องการสร้างพืชต้นใหม่ที่มีพันธุกรรมเหมือนเดิมทุกประการ 
หรือการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชสมุนไพรที่มีการเพิ่มปริมาณสารทุติยภูมิในหลอดทดลองอาจส่งผลให้เกิด
การผลิตสารทุติยภูมิที่เปลี่ยนแปลงไป เนื่องจากการเกิดความแปรปรวนทางพันธุกรรมที่ไปลด
ประสิทธิภาพของสารหรืออาจเกิดการเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติของสาร ดังนั้นจึงมีความจ าเป็นต้องมี
การตรวจสอบความแปรปรวนที่เกิดขึ้น โดยใช้เครื่องหมายโมเลกุล เนื่องจากเป็นเครื่องหมายที่
สามารถบ่งบอกความแตกต่างของสิ่งมีชีวิต และมีการน ามาใช้ในการตรวจสอบความแตกต่างหรือ  
โพลีมอร์ฟิซึมของสิ่งมีชีวิตหรือพืชที่ต้องการตรวจสอบได้อย่างถูกต้องแม่นย า 

 
1.2.5.1 ปัจจัยที่สามารถชักน าให้พืชเกิดความแปรปรวนทางพันธุกรรม

จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
 
1) ต้นแม่พันธุ์ไม่มีความเสถียรทางพันธุกรรม 
โดยทั่วไปเซลล์พืชจะมีสภาพทางพันธุกรรมที่ต่างกัน ในต้นเดียวกัน ซึ่งเรียก

ปรากฏการณ์ดังกล่าวนี้ว่า ไคเมรา (chimera) ประกอบด้วยเซลล์ที่ต่างกัน เซลล์เหล่านี้มีความ
แตกต่างของโครงสร้างโครโมโซม หรือจ านวนโครโมโซมแบบอะนิวพลอยดี สภาพไคเมราเกิดขึ้นเฉพาะ
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ในพืชที่มีการขยายพันธุ์แบบไม่อาศัยเพศเท่านั้น โดยสภาพเพอริคลินอล ไคเมอรา (periclinal 
chimera) จะรักษาสภาพได้ภายหลังจากการขยายพันธุ์ เนื่องจากเซลล์ที่เกิดกลายพันธุ์อยู่ในชั้นของ
เนื้อเยื่อเจริญรอบล าต้น เมื่อน าชิ้นส่วนที่เป็นไคเมอรามาขยายพันธุ์ด้วยเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
เซลล์พืชทุกเซลล์สามารถพัฒนาเจริญเติบโตเป็นพืชต้นใหม่ได้ จึงท าให้พืชที่ได้มีลักษณะแตกต่างไป
จากต้นแม่พันธุ์ (Prina et al., 2012)  

 
2) ชิ้นส่วนพืชท่ีน ามาเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
การเกิดความแปรปรวนทางพันธุกรรมส่วนใหญ่ขึ้นอยู่กับชนิดของชิ้นส่วนพืช 

โดยทั่วไปพืชที่มีการเจริญเติบโตของยอดผ่านชิ้นส่วนตาข้าง ปลายยอด และเนื้อเยื่อเจริญ พบความ
แปรปรวนทางพันธุกรรมน้อยกว่าชิ้นส่วนพืชที่มีการเจริญเติบโตผ่านชิ้นส่วนใบ ราก โปรโตพลาสต์ 
แคลลัส (Skirvin et al., 1994) และการใช้เนื้อเยื่อเจริญปลายยอด เช่น เพอริไซเคิล (pericycle)  
โพรแคมเบียม (procambium) และ แคมเบียม (cambium) (Sahijram et al., 2003) 
 

3) การใช้สารควบคุมการเจริญเติบโต 
การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชที่มีการใช้สารควบคุมการเจริญเติบโตในการเร่งให้พืชมีการ

เจริญเติบโตอย่างรวดเร็ว จะชักน าให้เกิดความแปรปรวนทางพันธุกรรมได้ และความไม่สมดุลระหว่าง
สารควบคุมการเจริญเติบโตกลุ่มออกซินและไซโตไคนินอาจชักน าให้เกิดโพลีพลอยด์ได้ การใช้สารกลุ่ม
ออกซินในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อแคลลัสที่ยังไม่เจริญเป็นอวัยวะ หรือเซลล์แขวนลอย สามารถเกิด
ความแปรปรวนทางพันธุกรรม จากกระบวนการดีเอ็นเอเมทิลเลชั่น  (DNA methylation) 
เช่นเดียวกับรายงานการเพาะเลี้ยงแคลลัสที่มีการใช้สารควบคุมการเจริญเติบโต 2,4-D ซึ่งเป็นสาร
สังเคราะห์กลุ่มออกซิน ที่พบได้บ่อยเกี่ยวกับการเกิดความผิดปกติทางพันธุกรรม ที่ท าให้พืชมีชุด
โครโมโซมเป็นโพลีพลอยด์ สารควบคุมการเจริญเติบโต 2,4-D ไม่มีผลโดยตรงในการชักน าให้เกิดความ
แปรปรวนทางพันธุกรรม แต่มีผลในการเร่งการเจริญเติบโตของเซลล์ท าให้เกิดการผิดพลาดในการแบ่ง
นิวเคลียส (Nehra et al., 1992) ส่วนพืชที่ขาดสารควบคุมการเจริญเติบโตกลุ่มไซโตไคนินพืชจะไม่มี
การแบ่งนิวเคลียส ในขณะที่มีการเพ่ิมปริมาณ DNA ขึ้นแล้วก็ตาม ดังนั้นจึงท าให้พืชที่ขาดไซโตไคนิน
เกิดสภาพโพลีพลอยด์ขึ้น และจากรายงานของ Roels และคณะ (2005) พบว่า ไซโตไคนินความ
เข้มข้นสูงไม่มีผลโดยตรงต่อการเกิดความแปรปรวนทางพันธุกรรมของกล้วยสายพันธุ์ Nanjanagudu 
Rasabale และ Cavendish แต่มีผลต่อจ านวนโครโมโซมในกล้วยสายพันธุ์ Williams  
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4) การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อที่มีการย้ายเลี้ยงเนื้อเยื่อเป็นระยะเวลานานบนสูตร
อาหารที่มีการเติมธาตุอาหารสังเคราะห์ 

ระยะเวลาและจ านวนครั้งในการเพาะเลี้ยงเป็นปัจจัยที่มีผลต่ออัตราการแบ่ง
นิวเคลียส เนื่องจากการกลายพันธุ์จะมีอัตราสูงขึ้นตามจ านวนครั้งที่มีการแบ่งนิวเคลียส ดังนั้นความถี่
ในการเกิดความแปรปรวนทางพันธุกรรมอาจเกิดจากจ านวนครั้ง  และระยะเวลาการย้ายเลี้ยง 
โดยเฉพาะในการเพาะเลี้ยงเซลล์แขวนลอยและแคลลัส นอกจากนี้เนื้อเยื่อที่มีการเพ่ิมปริมาณอย่าง
รวดเร็ว และการเพาะเลี้ยงเป็นเวลานานอาจส่งผลต่อความเสถียรทางพันธุกรรม และน าไปสู่การเกิด
ความแปรปรวนทางพันธุกรรมที่สูงขึ้น จากสถิติแล้วอัตราการกลายพันธุ์ส่วนใหญ่ขึ้นอยู่กับจ านวนรอบ
ในการเพิ่มปริมาณ (Cote et al., 2001)  

 
5) การเจริญเติบโตผ่านแคลลัส 
พืชที่มีการเจริญเติบโตผ่านแคลลัสหรือเซลล์แขวนลอยจะชักน าให้เกิดความ

แปรปรวนทางพันธุกรรมสูง รองลงมาคือการเจริญเติบโตผ่านตาข้าง และการเจริญเติบโตผ่านตายอด 
ดังนั้นการเจริญเติบโตผ่านตาข้างและตายอด จึงเป็นวิธีการที่เหมาะในการเพ่ิมปริมาณต้นพืช เพ่ือ
ขยายพันธุ์ให้ได้จ านวนมากโดยไม่เกิดความแปรปรวนทางพันธุกรรม แม้ว่าการขยายพันธุ์ดังกล่าวจะมี
อัตราการเพ่ิมปริมาณไม่สูงนัก แต่ยังคงมีความแปรปรวนทางพันธุกรรมเกิดขึ้น โดยแคลลัสที่เกิดจาก
เนื้อเยื่อต่างชนิดกันจะมีความสามารถในการพัฒนาเป็นต้นพืชได้ต่างกัน เช่น พืชสกุลส้ม แคลลัสที่เกิด
จาก integument ไม่สามารถพัฒนาเป็นแอมบริออยด์ได้ แต่แคลลัสที่เกิดจากนิวเซลลัส (nucellus) 
สามารถพัฒนาเป็นเอมบริออยด์ได้ง่าย และความสามารถในการเกิดเอมบริออยด์นั้นจะลดลงเมื่อ
แคลลัสมีอายุมากข้ึน โดยทั่วไปการเพาะเลี้ยงแคลลัสเป็นเวลานานมักท าให้ความสามารถในการพัฒนา
เป็นต้นพืชลดลง ดังนั้นการเกิดความแปรปรวนทางพันธุกรรมในพืชเพาะเลี้ยงจะมากหรือน้อยขึ้นอยู่
กับวิธีการเพาะเลี้ยง เช่น การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อส่วนปลายยอด โดยไม่ผ่านการเป็นแคลลัสมาก่อนจะมี
โอกาสเกิดความแปรปรวนทางพันธุกรรมน้อย แต่ถ้าการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชมีการเจริญเติบโตผ่าน
แคลลัส หรือผ่านสภาพที่เป็นเซลล์แขวนลอยหรือโพรโตพลาสต์ จะชักน าให้พืชที่มีความแปรปรวนทาง
พันธุกรรมสูง ดังนั้นการขยายพันธุ์พืชด้วยเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อในระบบอุตสาหกรรม
การเกษตรจึงได้รับผลกระทบมาก ในขณะที่มีผลดีต่อการปรับปรุงพันธุ์พืช ดังนั้นการเลือกควบคุมให้
เกิดความแปรปรวนทางพันธุกรรมจึงขึ้นกับวัตถุประสงค์ในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ (อรุณี, 2550) 
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6) ความเครียดที่เกิดจากสภาพการเพาะเลี้ยง 
การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชที่อุณหภูมิเหมาะส าหรับการเจริญเติบโตของพืชอาจไม่

เหมาะกับความคงตัวของสารพันธุกรรม เนื่องจากอุณหภูมิอาจมีผลต่อการกระจายตัวของโครโมโซม
ขณะแบ่งนิวเคลียส ส าหรับแสงนั้นอาจมีผลต่อการกลายพันธุ์ ในคลอโรพลาสต์ได้ นอกจากนี้การ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชทีอ่ยู่ในสภาวะความเครียด เช่น การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อในสภาวะที่มีความเค็มและ
สภาวะความเป็นกรดสูง หรือองค์ประกอบของอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อที่มีปริมาณเกลือแร่ในอาหาร
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อจะต้องเพียงพอต่อการเจริญเติบโตในช่วงระยะการย้ายอาหาร ส่วนการขาดธาตุ
อาหารบางชนิด เช่น การขาดไนโตรเจนและฟอสฟอรัสจะท าให้การแบ่งนิวเคลียสผิดปกติได้ ดังนั้น
การย้ายอาหารบ่อยๆ จึงสามารถช่วยควบคุมการเกิดความแปรปรวนทางพันธุกรรมได้บางส่วน (Khan 
and Ahmad, 2014) 

 
1.2.5.2 กระบวนการเกิดความแปรปรวนทางพันธุกรรม 
 

กลุ่มเซลล์พืชที่ไม่มีความผิดปกติของโครโมโซมภายในอวัยวะหรือเนื้อเยื่อเดียวกัน 
จะมีการสร้างแคลลัสที่มีสภาพโครโมโซมปกติในช่วงแรกของการเพาะเลี้ยงเท่านั้น แต่เมื่อเพาะเลี้ยง
นานยิ่งขึ้นจะเกิดความผิดปกติของจ านวนโครโมโซมเพ่ิมข้ึนเรื่อยๆ ซึ่งการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นเป็นผล
จากกระบวนการต่างๆ (Scowcroft and Larkin, 1982) ได้แก่ 
 

1) Cryptic chromosomal rearrangement  
ส่วนใหญ่กระบวนการนี้มีผลในการเกิดการเปลี่ยนแปลงรูปร่างของโครโมโซมที่พบใน

การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช ได้แก่ การแตกและเชื่อมกันใหม่ของโครโมโซม การเกิด translocation  
deletion  inversion  acentric  และ  centric fragmentation การเปลี่ยนแปลงรูปร่างของ
โครโมโซมนี้จะท าให้เกิดการเพ่ิมหรือลดของสารพันธุกรรม และอาจมีผลต่อการแสดงออกของยีน ทั้ง
ยีนบริเวณท่ีโครโมโซมแตกและยีนที่อยู่ข้างเคียง 

 
2) Somatic crossing over  
กระบวนการนี้เป็นอีกสาเหตุหนึ่งที่ท าให้เกิดความแปรปรวนทางพันธุกรรม เนื่องจาก

สภาวะของพืชเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อมีความแตกต่างจากพืชที่มีการเจริญเติบโตในธรรมชาติจึงอาจท าให้
โครโมโซมคู่เหมือน (homologous chromosome) มาจับคู่กันในระยะโพรเฟส (prophase) ของ
การแบ่งนิวเคลียสแบบไมโตซีส คล้ายกับในระยะโพรเฟสของการแบ่งนิวเคลียสแบบไมโอซีส จึงท าให้
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เกิดการแลกเปลี่ยนชิ้นส่วนของโครโมโซมหรือโครมาติค จึงท าให้เซลล์ใหม่ที่ได้จากการแบ่งนิวเคลียสมี
ลักษณะแตกต่างจากเดิม 

 
3) Sister chromatid exchange  
กระบวนการนี้เป็นอีกปรากฏการณ์หนึ่งที่เกิดข้ึนได้บ่อยครั้งในระหว่างการเพาะเลี้ยง

เนื้อเยื่อ คือ การแลกเปลี่ยนชิ้นส่วนระหว่าง 2 โครมาติค ที่เกิดจากโครโมโซมเดียวกันจะท าให้เกิดการ
กลายพันธุ์ เกิดขึ้นเมื่อมีการแลกเปลี่ยนชิ้นส่วนที่ขนาดต่างกันเท่านั้น เนื่องจากจะท าให้เกิดการขาด 
(deletion) และจ าลอง (duplication) จ านวนยีนในเซลล์ลูก โดยปกติปรากฏการณ์นี้เกิดขึ้นได้
บ่อยครั้งในเซลล์พืช เช่น พบในข้าวบาร์เลย์เฉลี่ย 20.6 เซลล์ต่อการแบ่งนิวเคลียสแบบไมโตซีส 1 ครั้ง 
 

4) Transposon movement  
กระบวนการนี้เป็นปรากฏการณ์ที่ชิ้น DNA เคลื่อนที่จากต าแหน่งหนึ่งบนโครโมโซม

ไปสู่อีกต าแหน่งหนึ่ง ชิ้น DNA ที่ชื่อทรานสโพซอน (transposon) นี้สามารถเคลื่อนตัวไปมาได้อย่าง
อิสระโดยเฉพาะอย่างยิ่งขณะที่พืชอยู่ในสภาพเครียดเช่น ในสภาพการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ พืชส่วนใหญ่
มีทรานสโพซอน ทั้งในนิวเคลียส และไซโตพลาสซึม การเคลื่อนตัวของทรานสโพซอนออกจาก
ต าแหน่งหนึ่งๆ นั้น อาจเกิดขึ้นไม่สมบูรณ์ท าให้ยีนข้างเคียงท างานผิดปกติได้ และเมื่อทรานสโพซอน 
เคลื่อนเข้าสู่อีกต าแหน่งหนึ่ง อาจท าให้ยีนที่ถูกทรานสโพซอนเข้าไปแทรก ท างานผิดปกติ โดยลักษณะ
ที่เปลี่ยนไปนี้อาจถ่ายทอดสู่ลูกหลานได้ นอกจากนี้การเคลื่อนที่ของทรานสโพซอนอาจท าให้โครโมโซม
หักได ้

 
5) Gene amplification และ Diminution  
กระบวนการนี้พบได้ในยีนที่ควบคุมการสร้างไรโบโซมอลอาร์เอ็นเอ (ribosomal 

RNA) ของพืชชั้นสูง การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อในอาหารหรือสภาพเดียวกันนานๆ จะท าให้พืชมีความ
ต้องการสารบางอย่างมากหรือน้อยผิดปกติ ดังนั้นเซลล์พืชจึงมีการดัดแปลงโครงสร้างของ DNA ใหม่
เพ่ือให้มีการสร้างสารนั้นในปริมาณที่เหมาะสม โดยการเพ่ิมจ านวน (amplification) หรือลดจ านวน 
(diminution) ยีนบางตัว กลไกนี้เป็นกระบวนการที่ท าให้สามารถคัดเลือกเซลล์ที่ต้านทานต่อสารพิษ
บางชนิดได ้
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1.2.6 การตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมด้วยเครื่องหมายทางสัณฐาน
วิทยาและเครื่องหมายโมเลกุล (Molecular marker) 

 
1.2.6.1 เครื่องหมายทางสัณฐานวิทยา (Morphological marker)  
 

เครื่องหมายทางพันธุกรรม (genetic marker) คือ เครื่องหมายหรือตัวชี้วัดที่
สามารถระบุความแตกต่าง หรือจ าแนกลักษณะลักษณะทางพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิตได้ เครื่องหมาย
ทางพันธุกรรมสามารถน ามาใช้ตรวจสอบฟีโนไทป์หรือพ้ืนฐานทางพันธุกรรมส าหรับการประเมินความ
แปรผันทางพันธุกรรมได้ (Singh et al., 2014) เครื่องหมายทางพันธุกรรมมีการน ามาใช้มาอย่าง
ยาวนาน โดยเครื่องหมายพันธุกรรมชนิดแรกที่ถูกน ามาใช้งานปรับปรุงพันธ์พืชคือ เครื่ องหมายทาง
สัณฐานวิทยา (morphological markers) 

เครื่องหมายทางสัณฐานวิทยาเป็นเครื่องหมายชนิดแรกที่ใช้การบอกความแตกต่าง
ของสิ่งมีชีวิต การศึกษาความแตกต่างของลักษณะภายนอกทางสัณฐานหรือทางสรีรวิทยา เช่น รูปร่าง 
น้ าหนัก สี ผิว ลักษณะของใบ ลักษณะหนาม และอ่ืนๆ (Khanam et al., 2012) โดยการแสดงออก
ของยีนที่ไม่ได้รับอิทธิพลจากสิ่งแวดล้อมจะท าให้ผลการศึกษามีความแม่นย ามากขึ้น  แม้ว่า
เครื่องหมายทางสัณฐานวิทยาสามารถใช้คัดเลือกได้ง่ายและท าได้รวดเร็ว  แต่การใช้ลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาเพียงอย่างเดียวไม่สามารถท าได้ในสิ่งมีชีวิตที่มีความใกล้ชิดทางพันธุกรรมหรือมีสัณฐาน
วิทยาใกล้เคียงกัน โดยเฉพาะอย่างยิ่งลักษณะที่สิ่งแวดล้อมมีผลต่อการเจริญเติบโต (Khanam et al., 
2012) นอกจากนี้เครื่องหมายทางสัณฐานวิทยามีข้อจ ากัดการในแสดงออก เนื่องจากลักษณะที่
แสดงออกขึ้นอยู่ กับสิ่ งแวดล้อม จึ งท าให้ ไม่สามารถแยกความแตกต่างระหว่างพันธุ์ แท้ 
(homozygous) และพันธุ์ทาง (heterozygous) ได้ และมีการแสดงออกเฉพาะในบางระยะของการ
พัฒนาหรือบางเนื้อเยื่อ ท าให้การตรวจสอบผลผิดพลาดได้ (สุรินทร์, 2552; กมล, 2555)  

การใช้ประโยชน์เครื่องหมายทางสัณฐานวิทยาในการตรวจสอบความแตกต่างทาง
พันธุกรรม เช่น การแยกความแปรปรวนทางพันธุกรรมในขมิ้นชันด้วยเครื่องหมายทางสัณฐานวิทยา 
จากการชักน าแคลลัสของขมิ้นชันบนอาหาร Linsmaier and Skoog’s Basal Medium (LSBM) ที่มี 
2,4-D ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร ก่อนน ามาชักน าต้นบนอาหาร LSBM ที่มี BAP ความเข้มข้น 
3.5 มิลลิกรัมต่อลิตร จากนั้นคัดเลือกต้นที่แสดงลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่แตกต่างกันมาย้ายปลูกใน
โรงเรือน แล้วตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยา ได้แก่ ความสูงต้น จ านวนหน่อต่อกอ จ านวนใบต่อ
กอ ขนาดใบ และการสร้างเหง้าต่อกอ พบว่า สามารถแยกความแปรปรวนจากแคลลัสขมิ้นชันได้ 5 
ลักษณะ 105 ต้น พบการเกิดความแปรปรวนทางพันธุกรรมที่แสดงลักษณะทางสัณฐานวิทยาในระดับ
ที่สูงขึ้นเมื่อเทียบกับต้นปกติ (Roopadarshini and Gayatri, 2012) 
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การตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมในบอนสีด้วยเครื่องหมายทางสัณฐาน
วิทยา ด้วยการน าชิ้นส่วนใบของบอนสีมาชักน าแคลลัส 2 สูตร ได้แก่ อาหารสูตร MS ที่มี BA ความ
เข้มข้น 1.0 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ NAA ความเข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร และอาหารสูตร MS ที่มี 
BA ความเขม้ข้น 1.0 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ 2,4-D ความเข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร จากนั้นน ามา
ชักน ารากและยอด บนอาหารสูตร MS ที่มี BA ความเข้มข้น 2.0 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ NAA ความ
เข้มข้น 1.0 มิลลิกรัมต่อลิตร และถ่าน 0.5 กรัมต่อลิตร ก่อนย้ายออกปลูกในโรงเรือนเป็นระยะเวลา 4 
เดือน แล้วน ามาวัดความยาวใบ ความกว้างใบ และสีของใบ พบความแปรปรวนทางพันธุกรรม 25 
เปอร์เซ็นต์ ใน 10 กลุ่ม ในบอนสีที่มีการเจริญเติบโตบนอาหาร MS ที่มี BA ความเข้มข้น 1.0 
มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ 2,4-D ความเข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยพบการเปลี่ยนแปลงของรูปร่าง
ใบ สีของเส้นใบใหญ่ ลายจุด ขอบใบ และขนาดของใบ  (Cao et al., 2016)  

 
1.2.6.2 เครื่องหมายโมเลกุล (Molecular marker)  

 
เครื่องหมายดีเอ็นเอ (DNA marker) เป็นล าดับเบสช่วงหนึ่งของดีเอ็นเอที่ใช้เป็น

เครื่องหมายบงชี้ความเป็นเอกลักษณะของสิ่งมีชีวิต โดยอาจมีต าแหน่งบนโครโมโซมในนิวเคลียส หรือ
ในออร์แกเนลล์ (mitochondria DNA หรือ chloroplast DNA) พืชแต่ละชนิดมีการจัดเรียงตัวของ 
นิวคลีโอไทป์ หรือเบสในโมเลกุลของดีเอ็นเอที่เป็นเอกลักษณ์ ความแตกต่างหรือโพลีมอร์ฟิซึมของ
ล าดับเบสในโมเลกุลดีเอ็นเอของสิ่งมีชีวิตที่ มีความแตกต่างกันสามารถน ามาประยุกต์ใช้เป็น
เครื่องหมายโมเลกลุได ้

เครื่องหมายโมเลกุลมีหลายประเภท เช่น อาร์เอฟแอลพี (Restriction Fragment 
Length Polymorphisms) เอเอฟแอลพี (Amplified Fragment Length Polymorphisms)  
อาร์เอพีดี (Random Amplified Polymorphic DNA) ไอเอสเอสอาร์ (Inter-Simple Sequence 
Repeat) และเอสเอสอาร์ (Simple Sequence Repeats) เป็นต้น การเลือกใช้เครื่องหมายโมเลกุล
ขึ้นอยู่กับวัตถุประสงค์และคุณสมบัติของเครื่องหมาย  

เครื่องหมายอาร์เอฟแอลพี (RFLP) เป็นเครื่องหมายที่พัฒนาขึ้นโดยอาศัยหลักการ 
เซาเทิร์นไฮบริไดเซชัน (southern hybridization) เป็นการตรวจสอบความแตกต่างของขนาดดีเอ็น
เอที่เกิดจากการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ แล้วน ามาไฮบริไดเซชันกับดีเอ็นเอตรวจสอบ หรือดีเอ็นเอ
โพรบที่ติดฉลากด้วยสารกัมมันตรังสี ลักษณะเด่นของเครื่องหมายอาร์เอฟแอลพี คือ การตรวจสอบจะ
เจาะจงท่ียีนหรือต าแหน่งแน่นอนบนโครโมโซม ผลที่ได้จึงมีความแม่นย าและท าซ้ าได้ผลเหมือนเดิม มี
โพลิมอร์ฟิซึมสูง และแสดงลักษณะข่มร่วมท าให้สามารถแยกความแตกต่างระหว่างสิ่งมีชีวิตที่มี 
แอลลีนแบบโฮโมไซกัสกับเฮเทอโรไซกัสได้ชัดเจน เนื่องจากเครื่องหมายอาร์เอฟแอลพีมีการกระจาย
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อยู่ทั่วจีโนม และเป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอที่มีความเฉพาะเจาะจงกับต าแหน่งบนโครโมโซม ดังนั้น  
อาร์เอฟแอลพีจึงเป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอที่มีลักษณะเด่นกว่าเครื่องหมายดีเอ็นเอชนิดอ่ืน อย่างไรก็
ตามอาร์เอฟแอลพีไม่เป็นที่นิยมอย่างแพร่หลาย เพราะมีขั้นตอนยุ่งยาก ซับซ้อน ใช้เวลานาน และ
ค่าใช้จ่ายสูง ดีเอ็นเอที่ใช้มีต้องปริมาณและความบริสุทธิ์สูง และดีเอ็นเอตรวจสอบที่ใช้จ าเป็นต้อง
ทราบข้อมูลล าดับเบสเพ่ือการสังเคราะห์ (วาริน, 2545; มะลิวัลย์, 2546) 

เครื่องหมายเอเอฟแอลพี (AFLP) เป็นการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอที่ได้จากการตัดด้วย
เอนไซม์ตัดจ าเพาะ ลักษณะส าคัญของเครื่องหมายเอเอฟแอลพี สามารถใช้เป็นตัวแทนจีโนมได้ 
เนื่องจากพัฒนามาจากชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่มีการกระจายอยู่ทั่วจีโนม  แถบดีเอ็นเอที่ ได้จากเทคนิค 
เอเอฟแอลพี มีลายพิมพ์ดีเอ็นเอแบบสุ่ม ความแตกต่างของลายพิมพ์ดีเอ็นเอของพืชที่ตรวจสอบหรือ
โพลีมอร์ฟิซึมที่เกิดขึ้นเกิดจากการเปลี่ยนแปลงของเบสที่ต าแหน่งจดจ าของเอนไซม์ตัดจ าเพาะ ท าให้
ต าแหน่งจดจ าของเอนไซม์หายไปหรือเกิดขึ้นใหม่ หรือการเปลี่ยนแปลงของเบสในต าแหน่งที่ขนาด
ข้างกับต าแหน่งจดจ าของเอนไซม์ ตรงส่วนที่มีการเพ่ิมของเบสเพ่ือคัดเลือกไพรเมอร์ที่ใช้ ท าให้
สามารถหรือไม่สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้ ลักษณะเด่นของเครื่องหมายเอเอฟแอลพี คือเป็น
เครื่องหมายที่คลอบคลุมทั้งจีโนม สามารถตรวจสอบดีเอ็นเอได้หลายต าแหน่งพร้อมกัน ใช้ดีเอ็นเอ
เริ่มต้นในการท าปฏิกิริยาจ านวนน้อย การตรวจสอบซ้ าได้ผลเหมือนเดิม ไม่ต้องการข้อมูลล าดับเบส 
ดีเอ็นเอท่ีต้องการตรวจสอบ (Matthes et al., 2001) 

เครื่องหมายอาร์เอพีดี (RAPD) เป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอที่พัฒนาขึ้นโดย Williams  
และคณะ (1990) เพ่ือใช้ตรวจสอบความแตกต่างของสิ่งมีชีวิต ใช้ไพรเมอร์ที่มีความยาวประมาณ 10 
คู่เบส แถบดีเอ็นเอแต่ละแถบได้จากการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในแต่ละต าแหน่งของจีโนม การเกิด 
โพลีมอร์ฟิซึมของเทคนิคอาร์เอพีดีเป็นผลมาจากการเปลี่ยนแปลงของเบสในดีเอ็นเอเป้าหมาย หรือ
การขาดหายไปหรือเพ่ิมข้ึนของเบสในดีเอ็นเอเป้าหมายบริเวณที่เป็นที่เกาะหรือเข้าคู่ของไพรเมอร์ ซึ่ง
แสดงออกในลักษณะของการปรากฏหรือไม่ปรากฏแถบดีเอ็นเอในต าแหน่งหนึ่งๆ แม้ว่าเทคนิค 
อาร์เอพีดีจะท าได้ง่าย และรวดเร็วและให้ข้อมูลจ านวนมาก แต่ในการท าซ้ า อาจได้ผลแตกต่างไปจาก
เดิม นอกจากนี้เทคนิคอาร์เอพีดีมีลักษณะการข่มแบบสมบูรณ์ ท าให้ไม่สามารถแยกความแตกต่าง
ระหว่างโฮโมไซโกตและเฮเทอโรไซโกตได้ การปรากฏแถบดีเอ็นเอมาจากแอลลีนด้อยที่เป็นโฮโมไซโกต 
ซึ่งเป็นผลจากการไม่สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในแอลลีนดังกล่าวได้ เทคนิคอาร์เอพีดีสามารถเข้ าคู่
กับดีเอ็นเอของพืชโดยสุ่มได้หลายต าแหน่ง หากการเข้าคู่นั้นเกิดขึ้นในทิศทางที่เหมาะสม จะท าให้เกิด
การจ าลองตัวของดีเอ็นเอของพืชนั้นๆ ดังนั้นถ้าสายพันธุ์พืชตัวอย่างที่น ามาตรวจสอบมีความแตกต่าง
ของสารพันธุกรรมหรือต่างชนิดกัน ความสามารถในการจ าลองตัวของดีเอ็นเอจะแตกต่างกันท าให้ได้
จ านวนและชิ้นของดีเอ็นเอมีขนาดแตกต่างกัน และสามารถน ามาใช้ประโยชน์เป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอ
ในการบ่งบอกความแตกต่างของสายพันธุ์ได้ (Morimoto et al., 2006; Zhang et al., 2003) 
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เครื่องหมายไอเอสเอสอาร์ (ISSR) เป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอที่ได้จากการเพ่ิมปริมาณ      
ดีเอ็นเอบริเวณไมโครแซทเทลไลต์สองบริเวณที่มีล าดับเบสเหมือนกันในทิศทางตรงกันข้ามกัน 
ต าแหน่งไมโครแซทเทลไลต์คือ ชิ้นดีเอ็นเอบริเวณที่มีล าดับนิวคลีโอไทด์ซ้ า (repetitive DNA) เรียง
ต่อเนื่องกันในจีโนม แต่ละเบสซ้ าประกอบด้วยไมโครแซทเทลไลต์ 1-6 นิวคลีโอไทด์ ซึ่งความผันแปร
จ านวนซ้ าของไมโครแซทเทลไลต์ในจีโนมสามารถประยุกต์ใช้เป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอเพ่ือจ าแนกความ
แตกต่างของสิ่งมีชีวิตได้ (สุรินทร์, 2552) เทคนิคไอเอสเอสอาร์ไม่จ าเป็นต้องใช้ข้อมูลล าดับเบสในการ
สังเคราะห์ไพรเมอร์ เป็นเทคนิคที่สามารถท าได้ง่าย รวดเร็ว และมีโพลีมอร์ฟิซึมสูง แต่มีข้อจ ากัด
เช่นเดียวกับอาร์เอพีดี คือ การตรวจสอบซ้ าให้ผลไม่เหมือนเดิม มีการถ่ายทอดลักษณะแบบข่ม
สมบูรณ์ และแถบดีเอ็นเอมีขนาดเท่ากันจะเคลื่อนที่ไปด้วยกันท าให้ปรากฏแถบดีเอ็นเอเดียวกัน    

เครื่องหมายเอสเอสอาร์ (SSR) เป็นเครื่องหมายที่มีเบสซ้ าเรียงต่อกันในจีโนม 1-6 
เบส มีการกระจายตัวอยู่บริเวณต่างๆ ของจีโนมประมาณ 104-105 โลกัส ไมโครแซทเทลไลต์เป็น
ล าดับเบสที่ไม่เสถียร มีการกลายพันธุ์สูงกว่าล าดับเบสทั่วไป การกลายพันธุ์ของไมโครแซทเทลไลต์
มักจะเกิดจากการหายไปของล าดับเบสซ้ า หรือการเพ่ิมขึ้นของล าดับเบสซ้ า ต่างจากล าดับเบสทั่วไปที่
มักเกิดการกลายพันธุ์แบบการแทนที่เบส โดยทั่วไปไมโครแซทเทลไลต์หรือเบสซ้ าเหล่านี้มักมีล าดับ
เบสที่จ าเพาะ (unique sequences) อยู่ขนาบข้างเบสซ้ าเหล่านี้ สามารถน ามาพัฒนาเครื่องหมาย 
ดีเอ็นเอได้ การออกแบบไพรเมอร์คู่สมกับเบสจ าเพาะเ เรียกว่า ไพรเมอร์ไมโครแซทเทลไลต์หรือ 
ไพรเมอร์เอสเอสอาร์ ไพรเมอร์เหล่านี้เป็นจุดเริ่มต้นของการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอที่เป็นเบสซ้ าต่อเนื่องที่
อยู่ระหว่างล าดับเบสที่จ าเพาะ ดังนั้นความแตกต่างของแอลลีลไมโครแซทเทลไลต์จึงเป็นผลมาจาก
ความผันแปรของจ านวนชุดเบสซ้ าเหล่านี้ แม้ว่าการพัฒนาเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลต์จะเป็นวิธีที่
ยุงยากและมีค่าใช้จ่ายสูง แต่หลังจากพัฒนาเครื่องหมายแล้ว สามารถน าไปใช้ประโยชน์ได้ง่าย 
เนื่องจากเป็น PCR-based markers จึงต้องการดีเอ็นเอปริมาณน้อยและชิ้นส่วนดีเอ็นเอขนาดเล็กจึง
ใช้ดีเอ็นเอตัวอย่างคุณภาพไม่สูงมากนัก นอกจากนี้เครื่องหมายเอสเอสอาร์ถือว่าเป็นเครื่องหมายที่มี
ความแม่นย า เพราะเป็นเครื่องหมายที่เฉพาะเจาะจงกับต าแหน่งในแต่ละโลกัส  มีหลายแอลลีล 
(multaillelic) ท าให้มีโพลีมอร์ฟิซึมสูง และมีการถ่ายทอดลักษณะแบบข่มร่วมกันจึงสามารถแยก
ความแตกต่างระหว่างโฮโมไซกัสและเฮเทอโรไซกัสได้ (Thawaro and Techato, 2009) 

เครื่องหมายโมเลกุลที่นิยมน ามาใช้ในการตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรม
ของพืชที่ขยายพันธุ์ด้วยเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ ได้แก่ เครื่องหมายอาร์เอพีดี ไอเอสเอสอาร์ และ 
เอสเอสอาร์ เนื่องจากเครื่องหมายอาร์เอพีดีเป็นเครื่องหมายที่มีการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอแบบสุ่ม 
สามารถท าได้ง่าย รวดเร็ว และให้ข้อมูลจ านวนมาก เครื่องหมายไอเอสเอสอาร์เป็นเครื่องหมายที่เพ่ิม
ปริมาณดีเอ็นเอบริเวณที่เป็นเบสซ้ า สะดวก รวดเร็ว และ ไม่จ าเป็นต้องทราบล าดับเบสของดีเอ็นเอ 
ส่วนเครื่องหมายเอสเอสอาร์เป็นเครื่องหมายที่มีความแม่นย า และมีโพลีมอร์ฟิซึมสูง ซึ่งทั้ง 3 เทคนิคนี้
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ใช้ปริมาณดีเอ็นเอเริ่มต้นน้อย มีรายงานการใช้เครื่องหมายอาร์เอพีดี ไอเอสเอสอาร์ และ เอสเอสอาร์
ในการตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมในพืชหลายชนิด ดังนี้  

อัญชลี และ สมปอง (2555) ความแปรปรวนของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสปาล์มน้ ามัน
ที่เพาะเลี้ยงแคลลัสบนอาหารแข็ง และอาหารเหลวสูตร MS ที่เติมไดแคมบาความเข้มข้นต่างกัน ย้าย
เลี้ยงทุกๆ เดือน เป็นเวลา 3 เดือน พบว่า แคลลัสที่เพาะเลี้ยงในอาหารทั้งสองชนิดที่เติมไดแคมบา
เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร มาประเมินความแปรปรวนทางพันธุกรรมโดยใช้เทคนิค RAPD และ SSR 
จากการใช้ไพรเมอร์ RAPD ทั้งหมด 8 ไพรเมอร์ พบว่า มี 6 ไพรเมอร์ ให้แถบดีเอ็นเอชัดเจน ไม่พบ
ความแตกต่างของรูปแบบดีเอ็นเอ ส่วนไพรเมอร์ SSR ทั้ง 9 ไพรเมอร์ ก็ให้แถบดีเอ็นเอชัดเจน และไม่
มีความแตกต่างของรูปแบบดีเอ็นเอ  

ยุพาภรณ์ และ สมปอง (2556) น าอับละอองเกสรของยางพารา โคลน 2-NR มาชัก
น าโซมาติกเอ็มบริโอผ่านแคลลัส บนอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D ความเข้มข้น 1.00 มิลลิกรัมต่อลิตร 
KN ความเข้มข้น 1.0 มิลลิกรัมต่อลิตร และ NAA ความเข้มข้น 1.00 มิลลิกรัมต่อลิตร แล้วชักน า 
โซมาติกเอ็มบริโอจากแคลลัสอายุ 8 สัปดาห์ บนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่เติม BA ความเข้มข้น 
1.00 มิลลิกรัมต่อลิตร KN ความเข้มข้น 3.00 มิลลิกรัมต่อลิตร NAA ความเข้มข้น 0.20 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร และ GA ความเข้มข้น 0.05 มิลลิกรัมต่อลิตร เมื่อน ามาตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรม 
โดยเครื่องหมาย RAPD ในการตรวจสอบจ านวน 7 ไพรเมอร์ พบว่า เกิดความแปรปรวนทาง
พันธุกรรมจากการเพาะเลี้ยงอับละอองเกสรของยางพาราผ่านแคลลัส นอกจากนี้มีรายงานการใช้
เครื่องหมาย RAPD ในการตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมในพืชเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อหลายชนิด 
เช่น กระบองเพชร (Zoghlami et al., 2012) กล้วยไม้ฟาแลนนอปซีส (Khoddamzadeh et al., 
2010) 

วราภรณ์ และ สมปอง (2556) ตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมของต้นกล้า
ปาล์มน้ ามันพันธุ์ลูกผสมเทเนอร่า เบอร์ 77 ที่เกิดจากการผสมระหว่างต้นแม่ดูร่า (D366) และ 
ต้นพ่อพิสิเฟอร่า (P172) ที่ไม่ออกดอกและออกดอกในหลอดทดลอง โดยใช้ไพรเมอร์ SSR จ านวน 9 
ไพรเมอร์ พบว่ามีไพรเมอร์ 7 คู่ ที่ให้รูปแบบดีเอ็นเอแตกต่างกันในปาล์มน้ ามันทั้งสองชนิด  คือ 
EgCIR0008  EgCIR0337  EgCIR0446  EgCIR0465  EgCIR00781  EgCIR0905 และ EgCIR1772 
จากการศึกษาข้างต้นสามารถใช้เทคนิคดังกล่าวนี้เพ่ือคัดเลือกความผิดปกติของต้นกล้าปาล์มน้ ามัน
ก่อนปลูกลงแปลงได้ ซึ่งจะช่วยลดความเสียหายที่จะเกิดขึ้นต่อไป 

วุฒิชัย และสมปอง (2558) ตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมของแคลลัส 
และโซมาติกเอ็มบริโอที่ได้จากการเพาะเลี้ยงอับละอองเกสรของยางพาราบนอาหารสังเคราะห์สูตร 
MS ที่เติม BA ความเข้มข้น 1.00 มิลลิกรัมต่อลิตร KN ความเข้มข้น 3.0 มิลลิกรัมต่อลิตร NAA ความ
เข้มข้น 0.20 มิลลิกรัมต่อลิตร GA3 ความเข้มข้น 0.05 มิลลิกรัมต่อลิตร เมื่อน ามาตรวจสอบความ
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แปรปรวนทางพันธุกรรมด้วยเครื่องหมาย RAPD จ านวน 4 ไพรเมอร์ ในแคลลัสและโซมาติกเอ็มบริโอ
เปรียบเทียบกับใบที่มาจากต้นแม่ พบว่า เกิดความแตกต่างของแถบดีเอ็นเอที่สกัดมาจากชิ้นส่วน
แคลลัส ซึ่งเกิดจากการเพาะเลี้ยงผ่านแคลลัสจากอับละอองเกสรยางพารา แต่ไม่พบความแปรปรวน
ทางพันธุกรรมในโซมาติกเอ็มบริโอ 

Rout และคณะ (1998) ตรวจสอบพันธุกรรมของขิง (Zingiber officinale) ที่
ขยายพันธุ์ด้วยเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ จากการน าชิ้นส่วนเหง้าที่มีการเจริญเติบโตผ่านแคลลัสมา
ชักน ายอดบนอาหารสูตร MS ที่มี BAP ความเข้มข้น 4.0 มิลลิกรัมต่อลิตร และชักน ารากบนอาหาร
สูตร MS ที่มี IBA ความเข้มข้น 1.0 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นระยะเวลา 8 สัปดาห์ เมื่อท าการตรวจสอบ
ความแปรปรวนทางพันธุกรรมด้วยเครื่องหมาย RAPD โดยใช้ 3 ไพรเมอร์ในการตรวจสอบ พบว่า ขิง
ที่มีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อผ่านแคลลัสจากชิ้นส่วนเหง้าเกิดความแปรปรวนทางพันธุกรรม แสดงให้เห็น
ว่าการตรวจสอบลายพิมพ์ดีเอ็นเอโดยเทคนิค RAPD สามารถน าไปใช้ในการยืนยันการจ าแนกและ
ศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมในพืชวงศ์ขิงอีกหลายสกุล เช่น กลุ่มขิง (Zingiber spp.) (Rout 
et al., 1998) กลุ่มข่า (Alpinia spp.)  (Dasuki et al., 2000) และ กลุ่มขมิ้น (Curcuma spp.) ใน
กลุ่มของพืชสกุลกระชาย (Zou et al., 2011) 

Lakshmanan และคณะ (2007) ใช้เครื่องหมายโมเลกุลในการตรวจสอบความ
แปรปรวนทางพันธุกรรมของกล้วยที่มีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อบนอาหารสูตร MS ที่มี BAP ความเข้มข้น 
2.0 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ KN ความเข้มข้น 1.0 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 10 ปี จากนั้นน าต้นที่
ได้จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อมาย้ายลงปลูกในแปลง แล้วน ามาตรวจสอบความแปรปรวนโดยใช้
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา พบว่า ไม่เกิดการเปลี่ยนแปลงของลักษณะภายนอก จึงน าเอาเครื่องหมาย 
RAPD และ ISSR มาใช้ในการตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรม เพ่ือเป็นยืนยันการ
เปลี่ยนแปลงในระดับดีเอ็นเอ โดยใช้ไพรเมอร์ RAPD จ านวน 50 ไพรเมอร์ และ ISSR จ านวน 25  
ไพรเมอร์ พบว่า มีไพรเมอร์ RAPD เพียง 30 ไพรเมอร์ และ ISSR เพียง 5 ไพรเมอร์ ที่สามารถเพ่ิม
ปริมาณดีเอ็นเอได้ แต่ไม่พบความแปรปรวนทางพันธุกรรมเกิดขึ้นในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกล้วย 
ดังนั้นเครื่องหมาย RAPD และ ISSR สามารถน ามาใช้ในการตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรม
ในกล้วยที่ขยายพันธุ์ด้วยการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเป็นเวลานานได้ 

Khan และคณะ (2013) ตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมของชิงเฮาที่
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อจากชิ้นส่วนข้อบนอาหารสูตร MS ที่มี BAP ความเข้มข้น 10.0 ไมโครโมลาร์ ร่วมกับ 
NAA ความเข้มข้น 10.0 ไมโครโมลาร์ เมื่อน าต้นที่ได้มาตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมโดย
ใช้เครื่องหมาย ISSR จ านวน 2 ไพรเมอร์ พบว่า เกิดความแปรปรวนทางพันธุกรรมขึ้นในชิงเฮา ซึ่งเกิด
จากการเจริญเติบโตบนอาหารที่มีสารควบคุมการเจริญเติบโตความเข้มข้นสูง จึงส่งผลต่อการเกิด
ความแปรปรวนทางพันธุกกรมของชิงเฮาโดยตรง 
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Viehmannova และคณะ (2013) ประเมินความแปรปรวนทางพันธุกรรมของบัว
หิมะที่มีการเจริญเติบโตผ่านแคลลัส จากการเพาะเลี้ยงก้านใบบนอาหารสูตร MS ที่มี Thiamine  
ความเข้มข้น 1.0 มิลลิกรัมต่อลิตร และ Myo-inosito ความเข้มข้น 100.0 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 
30 วัน พบว่า บัวหิมะมีการเจริญเติบโตเป็นแคลลัส 70.00-100.00 เปอร์เซ็นต์ เมื่อน าต้นที่มีการ
เจริญเติบโตผ่านแคลลัสมาตรวจสอบความแปรปรวนมากพันธุกรรม โดยใช้เครื่องหมาย ISSR จ านวน 
20 ไพรเมอร์ พบว่า  มีเพียง 8 ไพรเมอร์ ที่ให้แถบดีเอ็นเอชัดเจน และบัวหิมะที่มีการเจริญเติบโตผ่าน
แคลลัสมีความแปรปรวนทางพันธุกรรม 

Dey และคณะ (2015) ประเมินความแปรปรวนทางพันธุกรรมในตะไคร้หอมด้วย
เทคนิค RAPD โดยกระบวนการชักน าโซมาติกเอ็มบริโอผ่านแคลลัส จากการวิเคราะห์ความแปรปรวน
โดยใช้เครื่องหมาย RAPD พบว่า ตะไคร้หอมเกิดความความแปรปรวนทางพันธุกรรม ซึ่งเป็นผลมา
จากการใช้สารควบคุมเจริญเติบโต 2,4-D ในการชักน าแคลลัส และจากการชักน าโซมาติกเอ็มบริโอ
ผ่านแคลลัส  

นอกจากนี้ มี รายงาน การตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมของต้ น
หม้อข้าวหม้อแกงลิงสายพันธุ์ N. khasiana ที่เพาะเลี้ยงชิ้นส่วนยอดบนอาหารสูตร ½ MS ที่เติม KN 
ความเข้มข้น 2.5 มิลลิกรัมต่อลิตร และ สารควบคุมการเจริญเติบโต BA ความเข้มข้น 2.0 มิลลิกรัม
ต่อลิตร ย้ายเลี้ยงลงบนอาหารสูตรเดิมเป็นเวลา 5 สัปดาห์ เมื่อตรวจสอบด้วยเทคนิค RAPD โดยใช้
ไพรเมอร์ 80 ไพรเมอร์ พบว่ามี 14 ไพรเมอร์ ได้แก่ OPH-01  OPH-05  OPH-06  OPH-11   
OPK-10  OPK-11  OPK-12  OPK-13  OPK-14  OPK-17  OPK-18   OPK-19  OPC 07  และ  
OPA-11 ที่สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้ และจากการตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมของ
ต้นหม้อข้าวหม้อแกงลิงจากธรรมชาติ และหม้อข้าวหม้อแกงลิงจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ พบว่า  ไม่
เกิดความแปรปรวนทางพันธุกรรม แต่เมื่อน าหม้อข้าวหม้อแกงลิงจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเป็น
ระยะเวลา 6 เดือน รุ่นที่ 1-3 มาตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรม พบว่า เกิดความแปรปรวน 
4.1-9.4 เปอร์เซ็นต์ ในรุ่นที่ 3 และจากการตรวจสอบด้วยเทคนิค ISSR จ านวน 36 ไพรเมอร์ พบว่า มี 
12 ไพรเมอร์ ได้แก่ N1  N2  N3  N4  N5  N6  N7  N8  N9  N10  N11  และ  N12 ที่สามารถเพ่ิม
ปริมาณดีเอ็นเอได้ และจากการตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมของต้นหม้อข้าวหม้อแกงลิง
รุ่นที่ 1-3 พบว่า เกิดความแปรปรวน 4.3-10.0 เปอร์เซ็นต์ ในรุ่นที่ 3 การศึกษานี้แสดงให้เห็นว่า
สามารถน าเครื่องหมาย RAPD และ ISSR มาใช้ในการยืนยันความแปรปรวนที่เกิดขึ้นในระดับดีเอ็นเอ
ได ้(Devi et al., 2013; 2014) 

จากรายงานการตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมของต้นหม้อข้าวหม้อแกงลิง
สายพันธุ์ N. mirabilis ในสภาพปลอดเชื้อ เมื่อตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมของ 
ต้นหม้อข้าวหม้อแกงลิงจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเปรียบเทียบกับต้นหม้อข้าวหม้อแกงลิงจาก
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ธรรมชาติด้วยไพรเมอร์ RAPD จ านวน 6 ไพรเมอร์ พบว่า มีจ านวน 4 ไพรเมอร์ คือ OPA-11   
OPH-05  OPH-13  และOPK-19 ที่สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้ แต่ไม่พบความแปรปรวนทาง
พันธุกรรมเกิดข้ึน (นิรันดร, 2557) 

จากผลการศึกษาข้างต้น แสดงให้เห็นว่า เครื่องหมายโมเลกุลสามารถน ามาใช้
ตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมของพืชที่ชักน าได้จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ ดังนั้นงานวิจัยนี้
จึงได้น าเอาเครื่องหมายโมเลกุลมาใช้ในการตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมของ
หม้อข้าวหม้อแกงลิง N. mirabilis 
 
1.3 วัตถุประสงค์การวิจัย (Objective) 
 

 1. เพ่ือศึกษาเทคนิคการฟอกฆ่าเชื้อต้นหม้อข้าวหม้อแกงลิงจากธรรมชาติ เพ่ือการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 

 2. เพ่ือตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมของหม้อข้าวหม้อแกงลิงที่ขยายพันธุ์
ในหลอดทดลอง โดยใช้เทคนิคโมเลกุล และสัณฐานวิทยา 
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บทที่ 2 
 

วิธีการวิจัย (Research Methodology) 
 

2.1 วิธีด าเนินการ (Method) 
   

2.1.1 การฟอกฆ่าเชื้อชิ้นส่วนหม้อข้าวหม้อแกงลิงจากธรรมชาติ 
 
2.1.1.1 การเตรียมตัวอย่างพืช 
 

เก็บตัวอย่างชิ้นส่วนเมล็ด ใบ และ ข้อ ของต้นหม้อข้าวหม้อแกงลิง N. mirabilis ใน
พ้ืนที่ ต.ขุนทะเล อ.เมือง จังหวัดสุราษฎร์ธานี โดยการคัดเลือกเมล็ดจากฝักของหม้อข้าวหม้อแกงลิงที่
มีเปลือกหุ้มเป็นสีน้ าตาล และมีความสมบูรณ์  ไม่มีร่องรอยการกัดกินของแมลง และไม่มีการเข้า
ท าลายของจุลินทรีย์ คัดเลือกใบอ่อนที่คลี่แล้วของหม้อข้าวหม้อแกงลิงที่มีความสมบูรณ์  ซึ่งเป็น
ชิ้นส่วนใบอ่อนใบที่ 2-3 นับจากปลายยอด ชิ้นส่วนข้อที่ 2-4 นับจากยอด และไม่มีร่องรอยการกัดกิน
ของแมลง  
 

2.1.1.2 การฟอกฆ่าเชื้อชิ้นส่วนเมล็ด 
 

น าฝักหม้อข้าวหม้อแกงลิง มาล้างน้ าประปาแบบไหลผ่านเป็นเวลา 30 นาที จากนั้น
ฟอกฆ่าเชื้อเมล็ดโดยน าชิ้นส่วนฝัก มาฟอกฆ่าเชื้อด้วยสารละลายไฮเตอร์ ความเข้มข้น 5.0  10.0  
15.0  20.0 หรือ  25.0 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 10 นาที หรือการฟอกฆ่าเชื้อด้วยสารละลายไฮเตอร์
ความเข้มข้น 5.0  10.0  15.0  และ  20.0 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 10 นาที ร่วมกับการฟอกฆ่าเชื้อครั้ง
ที่สอง โดยใช้สารละลายไฮเตอร์ความเข้มข้น 5.0  10.0  และ  15.0 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับเป็นเวลา 5 
นาที (ตารางที่ 1) โดยทุกทรีทเมนต์มีการหยด Tween 20 ในสารละลาย 1-2 หยด เขย่า แล้วล้าง
ออกด้วยน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ 3 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที  
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ตารางท่ี 1 วิธีการฟอกฆ่าเชื้อชิ้นส่วนเมล็ดของต้นหม้อข้าวหม้อแกงลิงจากธรรมชาติ 
 

การฟอกฆ่าเชื้อครั้งที่ 1 การฟอกฆ่าเชื้อครั้งที่ 2 
ความเข้มข้น 

ไฮเตอร์ 
(%v/v) 

ความเข้มข้น 
โซเดียมไฮโปคลอไรท์ 

(%v/v) 

เวลา 
(นาที) 

ความเข้มข้น 
ไฮเตอร์ 
(%v/v) 

ความเข้มข้น 
โซเดียมไฮโปคลอไรท์ 

(%w/w) 

เวลา 
(นาที) 

5 0.3 10 - - - 
10 0.6 10 - - - 
15 0.9 10 - - - 
20 1.2 10 - - - 
25 1.5 10 - - - 
5 0.3 10 5 0.3 5 
10 0.6 10 5 0.3 5 
15 0.9 10 10 0.6 5 
20 1.2 10 15 0.9 5 

 
2.1.1.3 การฟอกฆ่าเชื้อชิ้นส่วนใบ 
 

น าใบหม้อข้าวหม้อแกงลิง มาล้างน้ าประปาแบบไหลผ่านเป็นเวลา 30 นาที จากนั้น
ฟอกฆ่าเชื้อชิ้นส่วนใบ ด้วยสารละลายไฮเตอร์ ความเข้มข้น 5.0  10.0  15.0  20.0  หรือ  25.0 
เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 5 นาที หรือการฟอกฆ่าเชื้อด้วย สารละลายไฮเตอร์ความเข้มข้น 5.0  10.0  
15.0  และ  20.0 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 5 นาทีร่วมกับการฟอกฆ่าเชื้อครั้งที่สอง โดยใช้สารละลาย 
ไฮเตอร์ความเข้มข้น 5.0  10.0  และ  15.0 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ เป็นเวลา 5 นาที (ตารางที่ 2) โดย
ทุกทรีทเมนต์มีการหยด Tween 20 ในสารละลาย 1-2 หยด เขย่า แล้วล้างออกด้วยน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ 
3 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที  
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ตารางท่ี 2 วิธีการฟอกฆ่าเชื้อชิ้นส่วนใบของต้นหม้อข้าวหม้อแกงลิงจากธรรมชาติ 
 

การฟอกฆ่าเชื้อครั้งที่ 1 การฟอกฆ่าเชื้อครั้งที่ 2 
ความเข้มข้น 

ไฮเตอร์ 
(%v/v) 

ความเข้มข้น 
โซเดียมไฮโปคลอไรท์ 

(%v/v) 

เวลา 
(นาที) 

ความเข้มข้น 
ไฮเตอร์ 
(%v/v) 

ความเข้มข้น 
โซเดียมไฮโปคลอไรท์ 

(%w/w) 

เวลา 
(นาที) 

5 0.3 5 - - - 
10 0.6 5 - - - 
15 0.9 5 - - - 
20 1.2 5 - - - 
25 1.5 5 - - - 
5 0.3 5 5 0.3 5 
10 0.6 5 5 0.3 5 
15 0.9 5 10 0.6 5 
20 1.2 5 15 0.9 5 

 
2.1.1.4 การฟอกฆ่าเชื้อชิ้นส่วนข้อ 

 
น าชิ้นส่วนข้อของต้นหม้อข้าวหม้อแกงลิง มาล้างให้น้ าประปาแบบไหลผ่านเป็นเวลา 

30 นาที จากนั้นน ามาฟอกฆ่าเชื้อด้วยไฮเตอร์ความเข้มข้น 15.0  20.0  30.0  40.0  หรือ  50.0 
เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 10 นาที หรือการฟอกฆ่าเชื้อด้วยสารละลายไฮเตอร์ความเข้มข้น 15.0  20.0  
30.0  40.0  และ 50.0 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 10 นาทีร่วมกับการฟอกฆ่าเชื้อครั้งที่สอง โดยใช้
สารละลายไฮเตอร์ความเข้มข้น 10.0  15.0  25.0  35.0  และ  45.0 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 5 นาที 
(ตารางท่ี 3) โดยทุกทรีทเมนต์มีการหยด Tween 20 ในสารละลาย 1-2 หยด เขย่า แล้วล้างออกด้วย
น้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ 3 ครั้ง ครั้งละ 5 นาท ี
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ตารางท่ี 3 วิธีการฟอกฆ่าเชื้อชิ้นส่วนข้อของต้นหม้อข้าวหม้อแกงลิงจากธรรมชาติ 
 

การฟอกฆ่าเชื้อครั้งที่ 1 การฟอกฆ่าเชื้อครั้งที่ 2 
ความเข้มข้น 

ไฮเตอร์ 
(%v/v) 

ความเข้มข้น 
โซเดียมไฮโปคลอไรท์ 

(%v/v) 

เวลา 
(นาที) 

ความเข้มข้น 
ไฮเตอร์ 
(%v/v) 

ความเข้มข้น 
โซเดียมไฮโปคลอไรท์ 

(%w/w) 

เวลา 
(นาที) 

15 0.9 10 - - - 
20 1.2 10 - - - 
30 1.8 10 - - - 
40 2.4 10 - - - 
50 3.0 10 - - - 
15 0.9 10 10 0.6 5 
20 1.2 10 15 0.9 5 
30 1.8 10 25 1.6 5 
40 2.4 10 35 2.1 5 
50 3.0 10 45 2.7 5 

 
2.1.1.5 การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อหม้อข้าวหม้อแกงลิง 

   
น าชิ้นส่วนเมล็ด ใบ และ ข้อ ที่ผ่านการฟอกฆ่าเชื้อด้วยวิธีต่างๆ  มาเพาะเลี้ยงดังนี้ 

การเพาะเลี้ยงเมล็ด น าฝักหม้อข้าวหม้อแกงลิงมาตัดปลายทั้งสองด้านออก แล้วน าเมล็ดมาเพาะเลี้ยง
ขวดละ 5 เมล็ด ส่วนชิ้นส่วนใบและข้อ ตัดชิ้นส่วนใบให้มีขนาด 1.0×1.0 เซนติเมตร และตัดชิ้นส่วน
ข้อให้มีขนาด 1.0-2.0 เซนติเมตร เพาะเลี้ยงใบขวดละ 2 ชิ้นส่วน และเพาะเลี้ยงข้อขวดละ 1 ชิ้นส่วน 
ทรีทเมนต์ละ 4 ซ้ า ซ้ าละ 5 ขวด ท าการเพาะเลี้ยงชิ้นส่วนทั้งหมดบนอาหารแข็งสูตร ½MS วางเลี้ยง
ที่อุณหภูมิ 25 ± 2 องศาเซลเซียส ให้แสง 16 ชั่วโมงต่อวัน เป็นเวลา 1 ปี แล้วจึงน าต้นอ่อนที่ได้มา 
ชักน ายอดจากชิ้นส่วนข้อ โดยมีการเปลี่ยนอาหารใหม่ทุก 2 สัปดาห์ และย้ายเลี้ยงบนอาหารสูตรเดิม
ทุก 3 เดือน เพื่อเพ่ิมปริมาณยอดจ านวน 3 รุ่น เพ่ือใช้ในการศึกษาต่อไป 
  



 

33 
 

5
9 

 

2.1.1.6 การบันทึกผลการทดลอง 
   

บันทึกผลการฟอกฆ่าเชื้อชิ้นส่วนเมล็ดหม้อข้าวหม้อแกงลิง โดยการบันทึกเปอร์เซ็นต์
การปลอดเชื้อ เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต เปอร์เซ็นต์การงอก และ จ านวนใบเฉลี่ย  

บันทึกผลการฟอกฆ่าเชื้อชิ้นส่วนใบหม้อข้าวหม้อแกงลิง โดยการบันทึกผล 
เปอร์เซ็นต์การปลอดเชื้อ เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต และ เปอร์เซ็นต์การเกิดแคลลัส 

บันทึกผลการฟอกฆ่าเชื้อชิ้นส่วนข้อหม้อข้าวหม้อแกงลิง โดยการบันทึกผล 
เปอร์เซ็นต์การปลอดเชื้อ เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต และ จ านวนการเกิดยอดเฉลี่ยต่อชิ้นส่วน 

บันทึกผลการปลอดเชื้อทุกวัน เป็นเวลา 2 สัปดาห์ และบันทึกผลการรอดชีวิต 
เปอร์เซ็นต์การงอก จ านวนยอดเฉลี่ยต่อชิ้นส่วน และจ านวนใบเฉลี่ย ทุกๆ สัปดาห์ เป็นเวลา 5 
สัปดาห์ 
 
สูตรค านวณ 

เปอร์เซ็นต์การปลอดเชื้อ  
จ านวนชิ้นส่วนที่ปลอดเชื้อ 

จ านวนชิ้นส่วนทั้งหมด
     

 

เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต  
จ านวนชิ้นส่วนที่รอด

จ านวนชิ้นส่วนที่ปลอดเชื้อทั้งหมด
     

 

เปอร์เซ็นต์การงอก  
จ านวนเมล็ดที่งอก

จ านวนเมล็ดที่รอดท้ังหมด
     

 

จ านวนใบเฉลี่ยต่อชิ้นส่วน  
จ านวนใบทั้งหมด

จ านวนชิ้นส่วนที่เกิดใบทั้งหมด
 

 
 
2.1.1.7 การวิเคราะห์ทางสถิติ  
 

การวางแผนการทดลองแบบสุ่มตลอด (Completely Randomized Design : 
CRD) และเปรียบเทียบความแตกต่างค่าเฉลี่ยของการปลอดเชื้อ การรอดชีวิต การงอก และจ านวนใบ
ต่อชิ้นส่วน ด้วยวิธี Duncan’ s New Multiple Range Test (DMRT) ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 
เปอร์เซ็นต์ โดยน าข้อมูลที่ได้มาวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม SPSS เวอร์ชั่น 11  
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2.1.2 การตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมของหม้อข้าวหม้อแกงลิง โดย
ใช้เครื่องหมายโมเลกุล สัณฐานวิทยา และสรีรวิทยา 

 
2.1.2.1  ก า ร ต ร ว จ ส อ บ ค ว า ม แ ป ร ป ร ว น ท า ง พั น ธุ ก ร ร ม ข อ ง

หม้อข้าวหม้อแกงลิง โดยใช้เทคนิค RAPD ISSR และ SSR 
 

2.1.2.1.1 การสกัดดีเอ็นเอ 
 

น าใบอ่อนหม้อข้าวหม้อแกงลิงในสภาพปลอดเชื้ออายุ 1 ปี และย้ายเลี้ยงจ านวน 3 
รุ่นมาสกัดดีเอ็นเอโดยดัดแปลงตามวิธีของ Doyle และ Doyle (1987) โดยน าตัวอย่างใบอ่อน
หม้อข้าวหม้อแกงลิง 50 มิลลิกรัม  ใส่ในหลอดไมโครทิวป์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม CTAB บัฟเฟอร์ 
(2% CTAB  2% PVP  1.4 M NaCl  20 mM EDTA pH 8.0  100  mM Tris-HCl pH 8.0) 
ปริมาตร 700.0 ไมโครลิตร บดให้ใบหม้อข้าวหม้อแกงลิงละเอียด แล้วน าไปบ่มไว้ในอ่างน้ าควบคุม
อุณหภูมิ (Water bath) ที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง กลับหลอดทุกๆ 15 นาที 
จากนั้นเติม Chloroform : Isoamyl alcohol อัตราส่วน 24:1 ปริมาตร 500.0 ไมโครลิตร ผสมให้
เข้ากันแล้วน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ดูดส่วนใสใส่หลอดใหม่
ประมาณ 500.0 ไมโครลิตร ท าซ้ า 2 รอบ จากนั้นเติมเอทิลแอลกอฮอล์ปริมาตร 500.0 ไมโครลิตร 
แล้วน าไปเก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชั่วโมง น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที เทส่วนใสทิ้ง แล้วล้างตะกอนดีเอ็นเอด้วยเอทิลแอลกอฮอล์ความ
เข้มข้น 70.0 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 70.0 ไมโครลิตร น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 10 นาที และเทส่วนใสทิ้ง จากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงเป็นเวลา 5 วินาที ดูดส่วนใสออกอีกครั้ง 
ปล่อยให้ตะกอนแห้งที่อุณหภูมิห้อง แล้วละลายตะกอนดีเอ็นเอด้วย TE บัฟเฟอร์ปริมาตร 20.0 
ไมโครลิตร จากนั้นเติม RNaseA ความเข้มข้น 10.0 มิลลิกรัม ปริมาตร 2.0 ไมโครลิตร แล้วน าไปบ่มที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที เมื่อครบเวลาแล้วน าไปเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียส 

 
2.1.2.1.2 การตรวจสอบปริมาณและคุณภาพดีเอ็นเอ 

 
น าดีเอ็นเอที่สกัดได้มาตรวจสอบปริมาณและคุณภาพ ด้วยวิธีอิเล็กโตรโฟรีซิสบน

เจลอะกาโรสความเข้มข้น 0.7 เปอร์เซ็นต์ ในสารละลาย TBE ความเข้มข้น 1.0 เปอร์เซ็นต์ ใช้
กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 30 นาที แล้วน าไปตรวจสอบภายใต้แสงอัลตร้าไวโอเลต ด้วยเครื่อง 
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UV-Transilluminator จากนั้นวัดค่าการดูดกลืนแสงโดยใช้เครื่อง NanoDrop Lite (Thermo 
Scientific, USA) บันทึกผลปริมาณดีเอ็นเอที่ค่าการดูดกลืนแสงความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร และ
บันทึกสัดส่วนระหว่างค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตรต่อความยาวคลื่น 280  
นาโนเมตร (Optical Density; OD 260/280 nm) 

 
2.1.2.1.3 การตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมของ

หม้อข้าวหม้อแกงลิงโดยใช้เทคนิคอาร์เอพีดี 
 
การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอที่สกัดได้จากใบอ่อนของหม้อข้าวหม้อแกงลิง ใช้เทคนิค 

พีซีอาร์ (Polymerase Chain Reaction) ด้วย ไพรเมอร์จ านวน 14 ไพรเมอร์ คือ OPA-11  OPH-05  
OPH-13  OPK-19  OPP-04  OPP-07  OPP-08  OPP-09  OPP-15  OPP-19  OPBH-08   
OPBH-16 OPBH-20  และ  Primer Sex (ตารางที่ 4) ซึ่งเป็นไพรเมอร์ที่ได้จากการตรวจสอบแล้วว่า 
สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของหม้อข้าวหม้อแกงลิงในหลอดทดลองได้ (นิรันดร, 2557) 

การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอที่สกัดได้จากใบอ่อนของหม้อข้าวหม้อแกงลิง ด้วยเทคนิค 
พีซีอาร์ มีปฏิกิริยารวมปริมาตร 10.0 ไมโครลิตร ประกอบด้วย ดีเอ็นเอตัวอย่างความเข้มข้น 50  
นาโนกรัม ปริมาตร 2.0 ไมโครลิตร ไพรเมอร์ความเข้มข้น 0.5 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร 
10X buffer ความเข้มข้น 1X ปริมาตร 1.0 ไมโครลิตร ร่วมกับแมกนีเซียมคลอไรด์ ความเข้มข้น 2.5 
มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 1.0 ไมโครลิตร ดีออกซีนิวคลีโอไทด์ฟอสเฟต (dNTP) ความเข้มข้น 1.5  
มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 1.5 ไมโครลิตร เอนไซม์ Taq DNA polymerase ความเข้มข้น 0.1 ยูนิต 
ปริมาตร 0.2 ไมโครลิตร และน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อปริมาตร 3.8 ไมโครลิตร  

ส าหรับปฏิกิริยาพีซีอาร์ ใช้อุณหภูมิเริ่มต้น 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 นาที ตาม
ด้วยขั้นตอน denaturation ใช้อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที ต่อมาขั้นตอน 
annealing ใช้อุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที และขั้นตอน extention ใช้อุณหภูมิ   72 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที และท าซ้ า 40 รอบใน 3 ขั้นตอนนี้ denaturation ที่อุณหภูมิ 94 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที ต่อมาขั้นตอน annealing ใช้อุณหภูมิ 38 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 
นาที และขั้นตอน extention ใช้อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที ในขั้นตอนสุดท้าย ใช้
อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที  
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ตารางท่ี 4 ล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ที่ใช้ในการสร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอด้วยเทคนิคอาร์เอพีดี  
 

ไพรเมอร์ ล าดับเบสไพรเมอร์ (5′–3′) อ้างอิง 
OPA-11 CAATCGCCGT Devi et al. (2014) 
OPC-07 GTCCCGACGA Devi et al. (2014) 
OPH-05 AGTCGTCCCC Devi et al. (2014) 
OPH-13 GACGCCACAC Nongrum et al. (2012) 
OPK-13 GGTTGTACCC Devi et al. (2014) 
OPK-19 CACAGGCGGA Devi et al. (2014) 
OPP-04 GTGTCTCAGG Bhau et al. (2009) 
OPP-07 GTCCATGCCA Bhau et al. (2009) 
OPP-08 ACATCGCCCA Bhau et al. (2009) 
OPP-09 GTGGTCCGCA Bhau et al. (2009) 
OPP-15 GGAAGCCAAC Bhau et al. (2009) 
OPP-19 GGGAAGGACA Bhau et al. (2009) 

OPBH-08 ACGGAGGCAG Bhau et al. (2009) 
OPBH-16 CTGCGGGTTC Bhau et al. (2009) 
OPBH-20 CACCGACATC Bhau et al. (2009) 

Primer Sex TTCCGAACCC Mokkamul et al. (2007) 
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2.1.2.1.4 การตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมของ
หม้อข้าวหม้อแกงลิงโดยใช้เทคนิคไอเอสเอสอาร์ 

 
การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอที่สกัดได้จากใบอ่อนของหม้อข้าวหม้อแกงลิง ใช้เทคนิค 

พีซีอาร์ ด้วย ไพรเมอร์จ านวน 15 ไพรเมอร์ คือ Primer-1  Primer-2  Primer-3  Primer-4  
Primer-5    Primer-6  Primer-7  Primer-8  Primer-9  Primer-10  Primer-11  Primer-12  
Primer-13  Primer-14  และ  Primer-15 (ตารางท่ี 5) 

การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอที่สกัดได้จากใบอ่อนของหม้อข้าวหม้อแกงลิง ด้วยเทคนิค 
พีซีอาร์ มีปฏิกิริยารวมปริมาตร 15.0 ไมโครลิตร ประกอบด้วย ดีเอ็นเอตัวอย่างความเข้มข้น 50.0  
นาโนกรัม ปริมาตร 2.0 ไมโครลิตร ไพรเมอร์ ความเข้มข้น 0.67 ไมโครโมลาร์ ปริมาตร 1.0 
ไมโครลิตร Dream Taq PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific, USA.) ความเข้มข้น 2 เท่า 
ปริมาตร 7.5 ไมโครลิตร (Taq buffer ความเข้มข้น 2X dNTP ความเข้มข้นชนิดละ 0.4  
ไมโครโมลาร์ และ MgCl2 ความเข้มข้น 4.0 มิลลิโมลาร์) และน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อปริมาตร 4.5 
ไมโครลิตร 

ส าหรับปฏิกิริยาพีซีอาร์ ใช้อุณหภูมิเริ่มต้น 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที ตาม
ด้วยขั้นตอน denaturation ใช้อุณหภูมิ 92 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที ต่อมาขั้นตอน 
annealing ใช้อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที และขั้นตอน extention ใช้อุณหภูมิ 
72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที ทั้ง 3 ขั้นตอนนี้ท าซ้ าทั้งสิ้น 35 รอบ ในขั้นตอนสุดท้ายใช้
อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที  
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ตารางท่ี 5 ล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ที่ใช้ในการสร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอด้วยเทคนิคไอเอสเอสอาร์ 
 

ไพรเมอร์ ล าดับเบสไพรเมอร์ (5′–3′) อ้างอิง 
Primer-1 CACACACACACAGC  
Primer-2 CACACACACACAAC Chaveerach et al. (2006) 
Primer-3 ACACACACACACACACC Yulita and Mansur (2012) 
Primer-4 AGAGAGAGAGAGAGAGT  
Primer-5 AGAGAGAGAGAGAGAGYC Yulita and Mansur (2012) 
Primer-6 AGAGAGAGAGAGAGAGYT  
Primer-7 CACCACCACGA  
Primer-8 GAGGAGGAGGC Devi et al. (2014) 
Primer-9 CTCTCTCTCTCTCTCTAC Chaveerach et al. (2006) 
Primer-10 CCCCGTGTGTGTGTGT Chaveerach et al. (2006) 
Primer-11 CACACACACACAAG Chaveerach et al. (2006) 
Primer-12 GACAGACAGACAGACA Chaveerach et al. (2006) 
Primer-13 CACCACCACGC Devi et al. (2014) 
Primer-14 CTCCTCCTCGC Chaveerach et al. (2006) 
Primer-15 CACACACACACAGG Devi et al. (2014) 
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2.1.2.1.5 การตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมของ
หม้อข้าวหม้อแกงลิงโดยใช้เทคนิคเอสเอสอาร์ 

 
การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอที่สกัดได้จากใบอ่อนของหม้อข้าวหม้อแกงลิง ใช้เทคนิค 

พีซีอาร์ ด้วย ไพรเมอร์จ านวน 5 ไพรเมอร์ คือ Nep_SSR1  Nep_SSR3  Nep_SSR6  Nep_SSR12  
และ  Nep_SSR18 (ตารางที่ 6) ซึ่งเป็นไพรเมอร์ที่ได้จากการตรวจสอบแล้วว่า สามารถเพ่ิมปริมาณ 
ดีเอ็นเอของหม้อข้าวหม้อแกงลิงในหลอดทดลองได้ (เบญจมาศ, 2560) 

การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอที่สกัดได้จากใบอ่อนของหม้อข้าวหม้อแกงลิง ด้วยเทคนิค 
พีซีอาร์ มีปฏิกิริยารวมปริมาตร 15 ไมโครลิตร ประกอบด้วย ดีเอ็นเอตัวอย่าง ความเข้มข้น 50.0  
นาโนกรัม ปริมาตร 2.0 ไมโครลิตร ไพรเมอร์ฟอร์เวิร์ด ความเข้มข้น 0.67 ไมโครโมลาร์ ปริมาตร 1.0 
ไมโครลิตร ไพรเมอร์รีเวิร์ด ความเข้มข้น 0.67 ไมโครโมลาร์ ปริมาตร 1.0 ไมโครลิตร Dream Taq 
PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific, USA.) ความเข้มข้น 2X ปริมาตร 7.5 ไมโครลิตร 
(Taq buffer ความเข้มข้น 2X, dNTP ความเข้มข้นชนิดละ 0.4 ไมโครโมลาร์, MgCl2 ความเข้มข้น 
4.0 มิลลิโมลาร์) และน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อปริมาตร 3.5 ไมโครลิตร  

ส าหรับปฏิกิริยาพีซีอาร์ ใช้อุณหภูมิเริ่มต้น 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที ตาม
ด้วยขั้นตอน denaturation ใช้อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 45 วินาที ต่อมาขั้นตอน 
annealing ใช้อุณหภูมิ 58 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที และขั้นตอน extention ใช้อุณหภูมิ 
72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที ทั้ง 3 ขั้นตอนนี้ท าซ้ าทั้งสิ้น 35 รอบ ในขั้นตอนสุดท้ายใช้
อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที  
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ตารางท่ี 6 ล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ที่ใช้ในการสร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอด้วยเทคนิคเอสเอสอาร์ 

ไพรเมอร์ ล าดับเบสไพรเมอร์ (5′–3′) 
Nep_SSR1 F – GTTCTAACAAATGGGGTTGACT 
 R – CTATCTTCATTCTCGTCCGATT 
Nep_SSR3 F – ATATTTCTATCGCATTGGCCCT 
 R - TATATGGCGCAACCCTTGTT  
Nep_SSR6 F – CTACGAGGCATTTCTGTGAGT 
 R – TACCTACAGCTTCTCCCAATTC 
Nep_SSR12 F – GCATTCGATTTCGTTGGTA 
 R - TAGATGGGAAAATATGCGGA  
Nep_SSR18 F – TTCTAACAAATGGGGTTGACTG 

 R – GACTCTATCTTCATTCTCGTCCG 
 

ที่มา: เบญจมาศ (2560) 
 
2.1.2.1.6 การตรวจสอบผลผลิตจากเทคนิคพีซีอาร์  

 
การตรวจสอบผลผลิตที่ได้จากการท าพีซีอาร์ของเทคนิคอาร์เอพีดีและไอเอสเอสอาร์

ด้วย วิธีอิเลคโตรโฟรีซีสบนแผ่นเจลอะกาโรส โดยน าผลผลิตพีซีอาร์ปริมาณ 5.0 ไมโครลิตร มา
ตรวจสอบรูปแบบดีเอ็นเอ ความเข้มข้น 1.5 เปอร์เซ็นต์ ในสารละลาย TBE buffer (Tris Base  Boric 
acid  Na2EDTA 0.5 โมลาร์  pH 8.0) ใช้แรงเคลื่อนไฟฟ้า 50 โวลต์ เป็นเวลา 1.30 ชั่วโมง น าไป
ตรวจสอบภายใต้แสงอัลตร้าไวโอเลต ด้วยเครื่อง UV-Transilluminator  

การตรวจสอบผลผลิตจากการท าพีซีอาร์ของเทคนิคเอสเอสอาร์ด้วยวิธีอิเล็กโตรโฟรีซีส 
โดยใช้เจลโพลีอะครีลาไมด์ (polyacrylamide gel) ความเข้มข้น 4.5 เปอร์เซ็นต์ ใน 1X TBE Buffer 
ผ่านกระแสไฟฟ้า 100 วัตต์ เป็นเวลา 1-3 ชั่วโมง แล้วย้อมด้วย silver staining เปรียบเทียบแถบ 
ดีเอ็นเอท่ีปรากฏระหว่างแถบดีเอ็นเอที่ได้จากใบอ่อนหม้อข้าวหม้อแกงลิงที่อยู่ในสภาพธรรมชาติ และ
หม้อข้าวหม้อแกงลิงที่ขยายพันธุ์ในหลอดทดลอง เพ่ือประเมินความแปรปรวนทางพันธุกรรม 
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2.1.2.1.7 การวิเคราะห์ข้อมูลแถบดีเอ็นเอที่แตกต่างกัน 
 

วิเคราะห์แถบดีเอ็นเอของต้นหม้อข้าวหม้อแกงลิง N. mirabilis ที่ขยายพันธุ์ด้วย
เทคนิคเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ โดยการบันทึกผลแถบดีเอ็นเอที่เพ่ิมปริมาณด้วยเทคนิค RAPD ISSR และ
SSR โดยอ่านแถบที่ปรากฏเป็น 1 แถบที่ไม่ปรากฏเป็น 0 และบันทึกผลด้วยโปรแกรม Microsoft 
Office Excel 2013 จากนั้นน าค่าที่ได้ไปค านวณหา เปอร์เซ็นต์โพลีมอร์ฟิซึมของไพรเมอร์ และค่า 
PIC (Polymorphism Information Content)  
 
ค านวณสูตร 

เปอร์เซ็นต์โพลีมอร์ฟิซึมของไพรเมอร์  
จ านวนแถบดีเอ็นเอท่ีปรากฏความแตกต่าง

จ านวนแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏทั้งหมด
     

 

PIC = 1-ΣPi2 
โดย Pi คือ ความถี่ของแอลลีนเฉลี่ยของไพรเมอร์ 

 
2.1.2.2 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของต้นหม้อข้าวหม้อแกงลิง  

N. mirabilis 
2.1.2.2.1 ลักษณะทางสัณฐานวิทยารูปร่างของใบ  

 
น าต้นหม้อข้าวหม้อแกงลิงที่เกิดความแปรปรวนทางพันธุกรรมเมื่อตรวจสอบด้วย

เครื่องหมายโมเลกุล มาบันทึกลักษณะรูปร่าง โดยศึกษาลักษณะของปลายใบและโคนใบภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์แบบสเตอริโอก าลังขยาย 1.5 เท่า และศึกษาลักษณะของหม้อภายใต้กล้องจุลทรรศน์
แบบสเตอริโอก าลังขยาย 3 เท่า จากนั้นเปรียบเทยีบลักษณะปลายใบ โคนใบ และหม้อ กับต้นแม่ 
 

2.1.2.2.2 ความหนาแน่นและขนาดของปากใบ 
 
น าใบหม้อข้าวหม้อแกงลิงใบที่ 2-3 ที่ขยายพันธุ์ในสภาพปลอดเชื้อ มาทาน า 

ยาทาเล็บบางๆ ที่ผิวใบด้านบนและด้านล่างบริเวณที่จะศึกษา เพ่ือลอกลายเนื้อเยื่อผิวใบ ทิ้งให้แห้ง 
แล้วใช้เทปใสทาบบริเวณที่ทาน้ ายาทาเล็บ จากนั้นลอกเทปใสออก แล้วน าไปวางบนสไลด์ ศึกษา
ภายใต้ด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบคอมพาวด์ ท าการศึกษาความหนาแน่นของปากใบจ านวน 3 ต าแหน่ง
ต่อชิ้นส่วนใบ ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ ก าลังขยาย 40 เท่า และศึกษาขนาดของปากใบด้วยการวัด
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ความกว้างและความยาวปากใบ ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ ก าลังขยาย 100 เท่า จ านวน 10 เซลล์ต่อ
ตัวอย่าง  จากนั้นเปรียบเทียบลักษณะกับต้นแม่  
 
 2.1.2.2.3 การวิเคราะห์ข้อมูล ความหนาแน่น และขนาดปากใบ  

 
วางแผนการทดลองแบบสุ่มตลอด (Completely randomized design : CRD) 

และเปรียบเทียบความแตกต่าง จ านวนปากใบ ความกว้างปากใบ และความยาวปากใบ  ด้วยวิธี 
Duncan’ s New Multiple Range Test (DMRT) ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ โดยน าข้อมูล
ที่ได้มาวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม SPSS เวอร์ชั่น 11  

 
2.1.2.3 การศึกษาลักษณะทางสรีรวิทยาของต้นหม้อข้าวหม้อแกงลิง  

N. mirabilis 
 

2.1.2.3.1 การวัดค่าความเขียวใบ 
 
น าชิ้นส่วนใบหม้อข้าวหม้อแกงลิงที่ขยายพันธุ์ด้วยเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ  ซึ่ง

ตรวจสอบด้วยเครื่องหมายโมเลกุลแล้วพบว่ามีความแปรปรวนทางพันธุกรรม มาวัดค่าความเขียวของ
ใบด้วยเครื่อง Soil Plant Analysis Development (SPAD) chlorophyll meter โดยสุ่มวัดจ านวน 
3 ต าแหน่ง วัดค่า SPAD ที่ด้านบนระหว่างขอบใบและเส้นกลางใบ อ่านค่าความเขียวของใบที่มีหน่วย
เป็น SPAD unit จากนั้นเปรียบเทียบลักษณะกับต้นแม ่
 

2.1.2.3.2 การวิเคราะห์ข้อมูลค่าความเขียวใบ 
 
วางแผนการทดลองแบบสุ่มตลอด (Completely randomized design : CRD) 

และเปรียบเทียบความแตกต่างค่าเฉลี่ยความเขียว ด้วยวิธี Duncan’ s New Multiple Range Test 
(DMRT) ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ โดยน าข้อมูลที่ได้มาวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม SPSS  
เวอร์ชั่น 11  
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2.2 วัสดุและอุปกรณ์ (Material and Equipment) 
 

2.2.1 วัสดุและอุปกรณ์ในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อหม้อข้าวหม้อแกงลิง 
 
-  เครื่องชั่ง 2 ต าแหน่ง 
-  เครื่องวัดค่าความเป็นกรดด่าง 
-  ตู้อบลมร้อน 
-  ตู้ย้ายเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
-  หม้อนึ่งความดันไอ 
-  ปากคีบ 
-  มีดผ่าตัด 
-  ตะเกียงแอลกอฮอล์ 
-  กระบอกตวง 
-  บีกเกอร์ 
-  ขวดเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
 
2.2.2 วัสดุและอุปกรณ์ส าหรับตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรม  
 
- เครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม 
- เครื่องอิเลคโทรโฟรีซิส 
-  เครื่องจ่ายกระแสไฟฟ้า 
-  เครื่องถ่ายภาพเจล 
- กล้องจุลทรรศน์เชิงซ้อน (Compound microscop) 
- กล้องจุลทรรศน์แบบสเตอริโอ (Stereoscopic microscope) 
- ตู้เย็น  
- ตู้แช่แข็ง -20 องศาเซลเซียส  
- เครื่องไมโครเซ็นตริฟิวจ์ 
- เครื่องชั่งทศนิยม 2 ต าแหน่ง 
- หลอดเอฟเพนดอร์ฟขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
- ไมโครปิเปต และทิป 
- แท่งแก้วส าหรับบดตัวอย่าง เครื่องแก้ว กระบอกตวง และขวดต่าง ๆ 
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- แผ่นสไลด์ 
- เทปใส 
 
2.2.3 สารเคมีในการการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อหม้อข้าวหม้อแกงลิง 
 
- ธาตุอาหารองค์ประกอบของอาหารสูตร MS 
- วุ้น 
- ผงถ่าน  
- Haiter® 
-  Tween 20 
- เอทานอลความเข้มข้น 95 เปอร์เซ็นต์ 
 
2.2.4 สารเคมีในการทดสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรม  
 
-  CTAB buffer (2% CTAB, 2% PVP, 1.4 M NaCl, 20.0 mM EDTA pH 

8.0, 100 mM Tris-HCl pH8) 
-  Absolute Ethanol 
-  chloroform: isoamyl alcohol 
- DreamTaq PCR Master Mix (2X) (Thermo Fisher Scientific, USA.) 
-  dNTP (dATP, dTTP, dCTP, dGTP)  
- แมกนีเซียมคลอไรด์ (MgCl2) 
- 10X Taq buffer  
-  Taq DNA Polymerase  
-  TBE buffer (Tris Base, Boric acid, Na2EDTA 0.5 M, pH 8.0) 
-  เจลอะกาโรส 
-  ไพรเมอร์ ส าหรับ RAPD มีไพรเมอร์ จ านวน 16 ไพรเมอร์ ดังในตารางที่ 4 
-  ไพรเมอร์ ส าหรับ ISSR มีไพรเมอร์ จ านวน 15 ไพรเมอร์ ดังในตารางที่ 5 
- ไพรเมอร์ ส าหรับ SSR มีไพรเมอร์ จ านวน 5 ไพรเมอร์ ดังในตารางที่ 6 
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บทที ่3 

ผลการวิจัย (Results) 

3.1 การฟอกฆ่าเชื้อชิ้นส่วนหม้อข้าวหม้อแกงลิง 
 

3.1.1 การปลอดเชื้อจุลินทรีย์และการรอดชีวิตของเมล็ดหม้อข้าวหม้อแกงลิง 
 
จากการฟอกฆ่าเชื้อเมล็ดหม้อข้าวหม้อแกงลิงด้วยสารละลายไฮเตอร์  พบว่า การ

ฟอกฆ่าเชื้อ 1 ครั้ง ด้วยสารละลายไฮเตอร์เข้มข้น 25 เปอร์เซ็นต์ และการฟอกฆ่าเชื้อ 2 ครั้ง ด้วย
สารละลายไฮเตอร์เข้มข้น  20 เปอร์เซ็นต์ ตามด้วย 15 เปอร์เซ็นต์ มีเปอร์เซ็นต์การปลอด
เชื้อจุลินทรีย์ของเมล็ดสูงสุด 100±0.00 เปอร์เซ็นต์ ไม่มีความแตกต่างทางสถิติกับการฟอกฆ่าเชื้อ 1 
ครั้ง ด้วยสารละลายไฮเตอร์เข้มข้น  10  15  และ  20 เปอร์เซ็นต์ การฟอกฆ่าเชื้อ 2 ครั้ง ด้วย
สารละลายไฮเตอร์ 5 เปอร์เซ็นต์ ตามด้วย 5 เปอร์เซ็นต์  10 เปอร์เซ็นต์ ตามด้วย 5 เปอร์เซ็นต์  และ  
15 เปอร์เซ็นต์ ตามด้วย 10 เปอร์เซ็นต์ มีเปอร์เซ็นต์การปลอดเชื้อจุลินทรีย์ของเมล็ด 86.00±30.51  
95.00±22.36  87.00±29.93  95.00±22.36  88.00±30.02 และ  95.00±22.36 เปอร์เซ็นต์ 
ตามล าดับ ในขณะที่การฟอกฆ่าเชื้อด้วยสารละลายไฮเตอร์ความเข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์ มีเปอร์เซ็นต์
การปลอดเชื้อจุลินทรีย์ของเมล็ดต่ าสุด 49.00±.50.46 เปอร์เซ็นต์ (ตารางท่ี 7) 

การฟอกฆ่าเชื้อด้วยสารละลายไฮเตอร์ความเข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์เมล็ดมีการรอดชีวิต
สูงสุด 88.89±26.67 เปอร์เซ็นต์ ไม่แตกต่างทางสถิติกับการฟอกฆ่าเชื้อ 1 ครั้ง ด้วยสารละลาย 
ไฮเตอร์ความเข้มข้น 15  20  และ  25 เปอร์เซ็นต์ การฟอกฆ่าเชื้อ 2 ครั้ง ด้วยสารละลายไฮเตอร์
ความเข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์ ตามด้วย 5 เปอร์เซ็นต์ มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต 73.68±30.59  
76.25±34.42  80.00±33.09  และ  74.74±34.54 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ (ตารางที่ 7) รองลงมาคือ 
การฟอกฆ่าเชื้อ 1 ครั้ง ด้วยสารละลายไฮเตอร์ความเข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ การฟอกฆ่าเชื้อ 2 ครั้ง 
ด้วยสารละลายไฮเตอร์ความเข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ ตามด้วย 5 เปอร์เซ็นต์  15 เปอร์เซ็นต์ ตามด้วย 
10 เปอร์เซ็นต์  และ  20 เปอร์เซ็นต์ ตามด้วย 15 เปอร์เซ็นต์ มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต  
52.50±37.85  58.82±37.73  43.16±43.34  และ  32.00±39.68 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดับ 
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ตารางที่  7 เปอร์เซ็นต์การปลอดเชื้อจุลินทรีย์และเปอร์ เซ็นต์การรอดชีวิตของเมล็ด
หม้อข้าวหม้อแกงลิงที่ฟอกฆ่าเชื้อด้วยวิธีการต่างๆ แล้วเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร ½MS 
เป็นเวลา 2 สัปดาห์ 

 
ความเข้มข้นของไฮเตอร์ (%v/v) เปอร์เซ็นต์ปลอดเชื้อ 

(mean±SD) 
เปอร์เซ็นต์รอดชีวิต 

(mean±SD) การฟอกฆ่าเชื้อครั้งที่ 1 การฟอกฆ่าเชื้อครั้งที่ 2 
5 (0.3) - 49.00±50.46b 88.89±26.67a 
10 (0.6) - 86.00±30.51a 52.50±37.85bc 
15 (0.9) - 95.00±22.36a 73.68±30.59ab 
20 (1.2) - 87.00±29.93a 76.25±34.42ab 
25 (1.5) - 100.00±0.00a 80.00±33.09ab 
5 (0.3) 5 (0.3) 95.00±22.36a 74.74±34.54ab 
10 (0.6) 5 (0.3) 88.00±30.02a 58.82±37.73bc 
15 (0.9) 10 (0.6) 95.00±22.36a 43.16±43.34c 
20 (1.2) 15 (0.9) 100.00±0.00a 32.00±39.68c 

CV (%)  30.84 62.77 
P-value  ** ** 

หมายเหตุ     ค่าเฉลี่ยภายในคอลัมน์เดียวกันตามด้วยตัวอักษรแตกต่างกัน แสดงถึงความแตกต่าง
อย่างมนีัยส าคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 

 * และ ** แสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่ P<0.05 และ P<0.01 ตามล าดับ 
 ns (non-significant) แสดงถึงความไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ 

 ( ) ตัวเลขภายในวงเล็บแสดงความเข้มข้นของโซเดียมไฮโปคลอไรท์  
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3.1.2 การงอกและการเกิดใบของเมล็ดหม้อข้าวหม้อแกงลิง 
 
จากการน าเมล็ดที่ปลอดเชื้อและรอดชีวิตจากการฟอกฆ่าเชื้อมาเพาะเลี้ยงบนอาหาร

สูตร ½MS เป็นเวลา 5 สัปดาห์ พบว่า เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 2 สัปดาห์ เมล็ดมีการพัฒนาโดยมี
ลักษณะพองตรงกลางของเมล็ด จากนั้นเริ่มงอกมีใบเลี้ยงเมื่อเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 3 สัปดาห์ และมีการ
สร้างใบจริงและสร้างหม้อในสัปดาห์ที่ 4 (ภาพที่ 4) เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 5 สัปดาห์ พบว่า เมล็ดที่
ฟอกฆ่าเชื้อด้วยไฮเตอร์ความเข้มข้น 25 เปอร์เซ็นต์ มีการงอกสูงสุด 78.00±32.38 เปอร์เซ็นต์ และมี
การเกิดใบสูงสุด 3.21±0.44 ใบต่อต้นไม่แตกต่างทางสถิติกับเมล็ดที่ฟอกฆ่าเชื้อด้วยไฮเตอร์ความ
เข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์ 15 เปอร์เซ็นต์ และ 20 เปอร์เซ็นต์ ที่มีการงอกของเมล็ด 73.33±33.17  
54.74±31.86  และ  76.25±34.42 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ และมีการเกิดใบ 2.94±0.48  2.81±0.72  
และ  3.11±0.35 ตามล าดับ ส่วนเมล็ดที่ฟอกฆ่าเชื้อด้วยไฮเตอร์ความเข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์ ตามด้วย 
5 เปอร์เซ็นต ์ 15 เปอร์เซ็นต์ ตามด้วย 10 เปอร์เซ็นต์  และ  20 เปอร์เซ็นต์ ตามด้วย 15 เปอร์เซ็นต์ 
มีเปอร์เซ็นต์การงอก 49.47±42.36 32.63±39.56  และ  22.00±31.72 เปอร์เซ็นต์ และมีการเกิดใบ 
2.96±0.73  2.97±0.87 และ 2.74±0.69 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดับ (ตารางท่ี 8 และ ตารางที่ 9)  

 

      
 

                                  
 
ภาพที่ 4 พัฒนาการของเมล็ดหม้อข้าวหม้อแกงลิงที่ฟอกฆ่าเชื้อด้วยไฮเตอร์ความเข้นข้น 25 

เปอร์เซ็นต์ และเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร ½MS เป็นเวลาต่างๆ  
  

1 สัปดาห์ 2 สัปดาห์ 3 สัปดาห์ 

4 สัปดาห์ 5 สัปดาห์ 

1 cm 1 cm 1 cm 

1 cm 1 cm 
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ตารางที่ 8 เปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ดหม้อข้าวหม้อแกงลิงที่ฟอกฆ่าเชื้อด้วยวิธีการต่างๆ แล้ว
เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร ½MS  

 
ความเข้มข้นของไฮเตอร์ 

(%v/v) 
เปอร์เซ็นต์การงอก 

การฟอกฆ่าเชื้อ 3 สัปดาห์ 
(mean±SD) 

4 สัปดาห์ 
(mean±SD) 

5 สัปดาห์ 
(mean±SD) ครั้งที่ 1 ครั้งที่ 2 

5 (0.3) - 57.78±35.28a 73.33±33.17a 75.37±11.87ab 
10 (0.6) - 7.50±17.70b 23.75±28.49c 23.77±8.83de 
15 (0.9) - 28.24±33.54b 53.68±31.31ab 54.91±8.07abc 
20 (1.2) - 70.00±32.66a 75.00±34.64a 76.79±8.83a 
25 (1.5) - 71.00±31.44a 78.00±32.38a 78.00±7.86a 
5 (0.3) 5 (0.3) 32.63±38.99b 44.21±44.51bc 49.47±42.36bcd 
10 (0.6) 5 (0.3) 20.00±28.28b 30.59±34.73bc 31.76±36.78cde 
15 (0.9) 10 (0.6) 27.37±37.83b 29.47±37.93bc 32.63±39.56cde 
20 (1.2) 15 (0.9) 16.00±28.73b 21.00±30.07c 22.00±31.72e 

CV (%)  120.60 88.59 61.78 
P-value  ** ** ** 

 
หมายเหตุ     ค่าเฉลี่ยภายในคอลัมน์เดียวกันตามด้วยตัวอักษรแตกต่างกัน แสดงถึงความแตกต่าง

อย่างมนีัยส าคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 
 * และ ** แสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่ P<0.05 และ P<0.01 ตามล าดับ 
 ns (non-significant) แสดงถึงความไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ 

( ) ตัวเลขภายในวงเล็บแสดงความเข้มข้นของโซเดียมไฮโปคลอไรท์  
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ตารางที่ 9 จ านวนใบเฉลี่ยต่อต้นของเมล็ดหม้อข้าวหม้อแกงลิงที่ฟอกฆ่าเชื้อด้วยวิธีการต่างๆ แล้ว
เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร ½MS  

 
ความเข้มข้นของไฮเตอร์ (%v/v) จ านวนใบต่อต้น 

การฟอกฆ่าเชื้อ 3 สัปดาห์ 
(mean±SD) 

4 สัปดาห์ 
(mean±SD) 

5 สัปดาห์
(mean±SD) ครั้งที่ 1 ครั้งที่ 2 

5 (0.3) - 2.00±0.00 2.85±0.55a 2.94±0.48ab 
10 (0.6) - 2.00±0.00 2.16±0.23b 2.30±0.34c 
15 (0.9) - 2.00±0.00 2.51±0.65ab 2.81±0.72abc 
20 (1.2) - 2.00±0.00 2.95±0.36a 3.11±0.35ab 
25 (1.5) - 2.00±0.00 2.99±0.36a 3.21±0.44a 
5 (0.3) 5 (0.3) 2.00±0.00 2.59±0.40ab 2.96±0.73ab 
10 (0.6) 5 (0.3) 2.00±0.00 2.51±0.43ab 2.54±0.44bc 
15 (0.9) 10 (0.6) 2.00±0.00 2.90±0.75ab 2.97±0.87ab 
20 (1.2) 15 (0.9) 2.00±0.00 2.55±0.71ab 2.74±0.69abc 

CV (%)  0.00 18.49 19.79 
P-value  ns * * 

 
หมายเหตุ     ค่าเฉลี่ยภายในคอลัมน์เดียวกันตามด้วยตัวอักษรแตกต่างกัน แสดงถึงความแตกต่าง

อย่างมนีัยส าคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 
 * และ ** แสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่ P<0.05 และ P<0.01 ตามล าดับ 
 ns (non-significant) แสดงถึงความไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ 

( ) ตัวเลขภายในวงเล็บแสดงความเข้มข้นของโซเดียมไฮโปคลอไรท์  
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3.1.2 การฟอกฆ่าเชื้อชิ้นส่วนใบหม้อข้าวหม้อแกงลิง 
 
จากการน าชิ้นส่วนใบที่ผ่านการฟอกฆ่าเชื้อทั้ง 9 วิธี มาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร 

½MS เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 1 สัปดาห์ พบว่า การฟอกฆ่าเชื้อด้วยไฮเตอร์เข้มข้น 20 เปอร์เซ็นต์ 
ตามด้วย 15 เปอร์เซ็นต์ มีเปอร์เซ็นต์การปลอดเชื้อสูงสุด 82.50±37.26 เปอร์เซ็นต์ และมีเปอร์เซ็นต์
การรอดชีวิต 43.75±40.31 เปอร์เซ็นต์ แตกต่างทางสถิติกับชิ้นส่วนใบที่ฟอกฆ่าเชื้อด้วยสารละลาย 
ไฮเตอร์ความเข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์ 10 เปอร์เซ็นต์  15 เปอร์เซ็นต์  20 เปอร์เซ็นต์  และ  25 
เปอร์เซ็นต์ มีเปอร์เซ็นต์การปลอดเชื้อ 52.50±41.28  55.00±42.61  55.00±42.61  52.50±47.23  
และ  47.50±47.23 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ และมีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต 78.57±39.34  
81.25±37.20  43.75±49.55  72.22±26.35 และ 43.75±41.73 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ส่วนชิ้นส่วน
ใบที่ฟอกฆ่าเชื้อด้วยสารละลายไฮเตอร์ความเข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์ ตามด้วย 5 เปอร์เซ็นต์  10 
เปอร์เซ็นต์ ตามด้วย 5 เปอร์เซ็นต์ และ15 เปอร์เซ็นต์ ตามด้วย 10 เปอร์เซ็นต์ มีเปอร์เซ็นต์การ 
ปลอดเชื้อ 10.00±30.78  10.00±30.78  และ  25.00±34.41 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ และมี
เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต 50.00±0.00  25.00±35.36 และไม่มีการรอดชีวิต ตามล าดับ (ตารางที่ 10) 
จากการฟอกฆ่าเชื้อชิ้นส่วนใบหม้อข้าวหม้อแกงลิงด้วยไฮเตอร์  แล้วเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 1 
สัปดาห์ พบว่า ขอบใบเริ่มเปลี่ยนจากสีเขียวอ่อนเป็นสีน้ าตาลและไม่มีการพัฒนาของชิ้นส่วนใบ และ
เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 2 สัปดาห์ ชิ้นส่วนใบเปลี่ยนเป็นสีน้ าตาลทั่วทั้งแผ่นใบและตายในที่สุด  
(ภาพท่ี 5)    
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ตารางที่ 10 เปอร์เซ็นต์การปลอดเชื้อจุลินทรีย์และเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของชิ้นส่วนใบ
หม้อข้าวหม้อแกงลิงที่ฟอกฆ่าเชื้อด้วยวิธีการต่างๆ แล้วเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร 
½MS เป็นระยะเวลา 1 สัปดาห์ 

 
ความเข้มข้นของไฮเตอร์ (%v/v) 

เปอร์เซ็นต์การปลอดเชื้อ 
(mean±SD) 

เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต 
(mean±SD) 

การฟอกฆ่าเชื้อ 
ครั้งที่ 1 ครั้งที่ 2 
5 (0.3) - 52.50±41.28b 78.57±39.34a 
10 (0.6) - 55.00±42.61b 81.25±37.20a 
15 (0.9) - 55.00±42.61b 43.75±49.55ab 
20 (1.2) - 52.50±47.23b 72.22±26.35a 
25 (1.5) - 47.50±47.23bc 43.75±41.73ab 
5 (0.3) 5 (0.3) 10.00±30.78d 50.00±0.00ab 
10 (0.6) 5 (0.3) 10.00±30.78d 25.00±35.36ab 
15 (0.9) 10 (0.6) 25.00±34.41cd 0.00±0.00b 
20 (1.2) 15 (0.9) 82.50±37.26a 43.75±40.81ab 

CV (%)  135.71 63.97 
P-value  Ns * 

หมายเหตุ     ค่าเฉลี่ยภายในคอลัมน์เดียวกันตามด้วยตัวอักษรแตกต่างกัน แสดงถึงความแตกต่าง
อย่างมีนัยส าคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 

 * และ ** แสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่ P<0.05 และ P<0.01 ตามล าดับ 
 ns (non-significant) แสดงถึงความไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ 

( ) ตัวเลขภายในวงเล็บแสดงความเข้มข้นของโซเดียมไฮโปคลอไรท์  
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ภาพที่ 5 ลักษณะชิ้นส่วนใบหม้อข้าวหม้อแกงลิงที่ฟอกฆ่าเชื้อด้วยสารละลายไฮเตอร์ ความเข้มข้น 25 

เปอร์เซ็นต์ เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร ½MS 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

1 cm 

1 cm 1 cm 1 วัน 1 สัปดาห์ 

2 สัปดาห์ 
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3.1.3 การฟอกฆ่าเชื้อชิ้นส่วนข้อหม้อข้าวหม้อแกงลิง 
 
จากการฟอกฆ่าเชื้อชิ้นส่วนข้อหม้อข้าวหม้อแกงลิงด้วยสารละลายไฮเตอร์ แล้ว

เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร ½MS เป็นเวลา 2 สัปดาห์ พบว่า ชิ้นส่วนที่ฟอกฆ่าเชื้อด้วยไฮเตอร์เข้มข้น 
50 เปอร์เซ็นต์ มีการปลอดเชื้อสูงสุด 60.00±50.26 เปอร์เซ็นต์ รองลงมา คือ การฟอกฆ่าเชื้อ 1 ครั้ง 
ด้วยไฮเตอร์ที่ความเข้มข้น 20 และ 40 เปอร์เซ็นต์ การฟอกฆ่าเชื้อ 2 ครั้ง ด้วยไฮเตอร์ที่ความเข้มข้น  
15 เปอร์เซ็นต์ ตามด้วย 10 เปอร์เซ็นต ์ 20 เปอร์เซ็นต์ ตามด้วย 15 เปอร์เซ็นต์  30 เปอร์เซ็นต์ ตาม
ด้วย 25 เปอร์เซ็นต์  40 เปอร์เซ็นต์ ตามด้วย 35 เปอร์เซ็นต์  และ  50 เปอร์เซ็นต์ ตามด้วย 45 
เปอร์เซ็นต์ มีเปอร์เซ็นต์การปลอดเชื้อ 30.00±47.02  40.00±50.26  40.00±50.26  30.00±47.02  
40.00±50.26  40.00±50.26  และ 50.00±51.30 เปอร์เซ็นต์  ตามล าดับ (ตารางที่ 11) เมื่อ
เพาะเลี้ยงเป็นเวลา 1 สัปดาห์ ชิ้นส่วนที่ปลอดเชื้อเริ่มมีการงอกของตาข้างเป็นลักษณะแหลมแทง
ออกมา และตาข้างมีสีเขียวอ่อน มีการเจริญเติบโตขยายขนาดเพ่ิมขึ้น ในขณะที่บางชิ้นส่วนมีลักษณะ
ช้ าเป็นสีด าเพ่ิมข้ึนหลังจากเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 2 สัปดาห์ และเมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 3 สัปดาห์ 
พบว่า ชิ้นส่วนไม่มีการเจริญเติบโตและตายทั้งหมด จากการเพาะเลี้ยงชิ้นส่วนเป็นระยะเวลา 2 
สัปดาห์ (ภาพที่ 6)   
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ตารางที่ 11 เปอร์เซ็นต์การปลอดเชื้อจุลินทรีย์และเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของชิ้นส่วนข้อ
หม้อข้าวหม้อแกงลิงที่ฟอกฆ่าเชื้อด้วยวิธีการต่างๆ แล้วเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 2 สัปดาห์ 

 
ความเข้มข้นของไฮเตอร์ (%v/v) 

เปอร์เซ็นต์การปลอดเชื้อ 
(mean±SD) 

การฟอกฆ่าเชื้อ 
ครั้งที่ 1 ครั้งที่ 2 
15 (0.9) - 15.00±36.64c 
20 (1.2) - 30.00±47.02abc 
30 (1.8) - 20.00±41.04bc 
40 (2.4) - 40.00±50.26abc 
50 (3.0) - 60.00±50.26a 
15 (0.9) 10 (0.6) 40.00±50.26abc 
20 (1.2) 15 (0.9) 30.00±47.02abc 
30 (1.8) 25 (1.6) 40.00±50.26abc 
40 (2.4) 35 (2.1) 40.00±50.26abc 
50 (3.0) 45 (2.7) 50.00±51.30ab 

CV (%)  145.19 
P-value  * 

 
หมายเหตุ     ค่าเฉลี่ยภายในคอลัมน์เดียวกันตามด้วยตัวอักษรแตกต่างกัน แสดงถึงความแตกต่าง

อย่างมีนัยส าคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 
 * และ ** แสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่ P<0.05 และ P<0.01 ตามล าดับ 
 ns (non-significant) แสดงถึงความไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ 

( ) ตัวเลขภายในวงเล็บแสดงความเข้มข้นของโซเดียมไฮโปคลอไรท์  
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ภาพที่ 6 การเจริญเติบโตชิ้นส่วนข้อหม้อข้าวหม้อแกงลิงสารละลายไฮเตอร์ ความเข้มข้น 50 

เปอร์เซ็นต ์ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร ½MS  

 
3.1.4 การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อหม้อข้าวหม้อแกงลิง 
 
จากการน าต้นหม้อข้าวหม้อแกงลิงที่เพาะเลี้ยงในสภาพปลอดเชื้อเป็นระยะเวลา 1 ปี 

มาย้ายเลี้ยงบนอาหารสูตร ½MS ทุกๆ 2 สัปดาห์ พบว่า ตาข้างมีการเจริญเติบโตเมื่อเพาะเลี้ยงเป็น
ระยะเวลา 2 สัปดาห์ โดยยอดใหม่ที่เกิดขึ้นมีการสร้างใบสมบูรณ์ 2-3 ใบ ใบขยายใหญ่ขึ้นเมื่อ
เพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 4 และ 6 สัปดาห์ และในสัปดาห์ที่ 8 ต้นหม้อข้าวหม้อแกงลิงมีการสร้างใบ
สมบูรณ์เพ่ิมขึ้น 5-6 ใบ เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 10 สัปดาห์ ต้นหม้อข้าวหม้อแกงลิงมีการ
เจริญเติบโตเป็นต้นที่สมบูรณ์ มีการสร้างใบและรากเพ่ิมขึ้น (ภาพที่ 7) จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อที่มี
การย้ายเลี้ยงจ านวน 50 สายต้น พบว่า มีเพียง 4 สายต้น ที่สามารถเจริญเติบโตและเพ่ิมปริมาณได้
จ านวน 3 รุ่น โดยสายต้นที่ 1 มีต้นหม้อข้าวหม้อแกงลิงที่สามารถเจริญเติบโตในรุ่นที่ 1 จ านวน 2 ต้น 
รุ่นที่ 2 จ านวน 13 ต้น และรุ่นที่ 3 จ านวน 4 ต้น สายต้นที่ 2 สามารถเจริญเติบโตในรุ่นที่ 1 จ านวน 
1 ต้น รุ่นที่ 2 จ านวน 2 ต้น และรุ่นที่ 3 จ านวน 3 ต้น ส่วนสายต้นที่ 3 สามารถเจริญเติบโตในรุ่นที่ 1 
จ านวน 2 ต้น รุ่นที่ 2 จ านวน 6 ต้น และรุ่นที่ 3 จ านวน 4 ต้น และสายต้นที่ 4 สามารถเจริญเติบโต
ในรุ่นที่ 1 จ านวน 1 ต้น รุ่นที่ 2 จ านวน 5 ต้น และรุ่นที่ 3 จ านวน 1 ต้น (ภาพที่ 8)                        

 

1 cm 1 สัปดาห์ 1 cm 2 สัปดาห์ 
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ภาพที่ 7 ลักษณะยอดของหม้อข้าวหม้อแกงลิงที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร ½MS เป็นเวลาต่างๆ  

= 1 เซนติเมตร  

 

2 สัปดาห์ 4 สัปดาห์ 6 สัปดาห์ 

8 สัปดาห์ 12 สัปดาห์ 
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ภาพที่ 8 การเจริญเติบโตของหม้อข้าวหม้อแกงลิง เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร ½MS เป็นระยะเวลา 10 สัปดาห์  
 
C1 
 
 
 
SC1 
 
 
SC2 
 
 
SC3 
 

หมายเหตุ  C (Clone) =  ต้นแม่ที่ใช้เปรียบเทียบกับยอดใหม่แต่ละสายต้น 

SC (Subculture) =  สายต้นที่มีการชักน ายอดใหม่จากชิ้นส่วนตาข้าง รุ่นที่ 1 (SC1) รุ่นที่ 2 (SC2) รุ่นที่ 3 (SC3) 

= 1 เซนติเมตร 
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ภาพที่ 8 การเจริญเติบโตของหม้อข้าวหม้อแกงลิง เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร ½MS เป็นระยะเวลา 10 สัปดาห์  (ต่อ) 
 
C2 
 
 
 
SC1 
 
 
SC2 
 
 
 
SC3 
 

หมายเหตุ  C (Clone) =  ต้นแม่ที่ใช้เปรียบเทียบกับยอดใหม่แต่ละสายต้น 

SC (Subculture) =  สายต้นที่มีการชักน ายอดใหม่จากชิ้นส่วนตาข้าง รุ่นที่ 1 (SC1) รุ่นที่ 2 (SC2) รุ่นที่ 3 (SC3) 

= 1 เซนติเมตร 
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ภาพที่ 8 การเจริญเติบโตของหม้อข้าวหม้อแกงลิง เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร ½MS เป็นระยะเวลา 10 สัปดาห์  (ต่อ) 
 
 
C3 
 
 
SC1 
 
 
SC2 
 
 
 
SC3 
 

หมายเหตุ  C (Clone) =  ต้นแม่ที่ใช้เปรียบเทียบกับยอดใหม่แต่ละสายต้น 

SC (Subculture) =  สายต้นที่มีการชักน ายอดใหม่จากชิ้นส่วนตาข้าง รุ่นที่ 1 (SC1) รุ่นที่ 2 (SC2) รุ่นที่ 3 (SC3) 

= 1 เซนติเมตร 
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ภาพที่ 8 การเจริญเติบโตของหม้อข้าวหม้อแกงลิง เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร ½MS เป็นระยะเวลา 10 สัปดาห์  (ต่อ) 
 
C4 
 
 
SC1 
 
 
 
SC2 
 
 
 
SC3 
 
หมายเหตุ  C (Clone) =  ต้นแม่ที่ใช้เปรียบเทียบกับยอดใหม่แต่ละสายต้น 

SC (Subculture) =  สายต้นที่มีการชักน ายอดใหม่จากชิ้นส่วนตาข้าง รุ่นที่ 1 (SC1) รุ่นที่ 2 (SC2) รุ่นที่ 3 (SC3) 

= 1 เซนติเมตร
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3.2 การตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมของหม้อข้าวหม้อแกงลิง โดยใช้ เครื่องหมาย
โมเลกุล สัณฐานวิทยา และสรีรวิทยา 
 

3.2.1 การตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมของหม้อข้าวหม้อแกงลิง โดย
ใช้เทคนิคอาร์เอพีดี ไอเอสเอสอาร์ และเอสเอสอาร์ 

 
3.2.1.1 การสกัดดีเอ็นเอ 

 
จากการสกัดดีเอ็นเอตามวิธีการดัดแปลงของ Doyle และ Doyle (1987) เมื่อน า

ตัวอย่างดีเอ็นเอของหม้อข้าวหม้อแกงลิงในสภาพปลอดเชื้อที่ได้เพ่ิมปริมาณจ านวน 3 รุ่น และต้นแม่ 
มาวิเคราะห์ปริมาณและคุณภาพดีเอ็นเอด้วยวิธีอิเล็กโตรโฟรีซิส พบว่า ทุกตัวอย่างปรากฏแถบ 
ดีเอ็นเอที่ชัดเจน และเมื่อวัดค่าดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง NanoDrop Lite (Thermo Scientific) พบว่า 
ตัวอย่างดีเอ็นเอที่สกัดได้ในสายต้นที่ 1 มีสัดส่วนของค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260/280  
นาโนเมตร ในช่วง 1.42 ถึง 1.85 และความเข้มข้นของสารละลายดีเอ็นเออยู่ในช่วง 209.9 ถึง 
1553.2 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร สายต้นที่ 2 มีคุณภาพดีเอ็นเอในช่วง 1.60 ถึง 1.80 และความเข้มข้น
ของสารละลายดีเอ็นเออยู่ในช่วง 399.4 ถึง 1366.8 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร สายต้นที่ 3 มีคุณภาพ 
ดีเอ็นเอในช่วง 1.64 ถึง1.91 และความเข้มข้นของสารละลายดีเอ็นเออยู่ในช่วง 469.1 ถึง 1735.2  
นาโนกรัมต่อไมโครลิตร และสายต้นที่ 4 มีคุณภาพดีเอ็นเอในช่วง 1.62 ถึง 2.22 และความเข้มข้นของ
สารละลายดีเอ็นเออยู่ในช่วง 679.4 ถึง 1140.8 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร (ตารางที่ 12) จากนั้นน า 
ดีเอ็นเอมาเจือจางให้ได้ 50 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร เพ่ือใช้ในการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ต่อไป  
(ตารางท่ี 13)  

 

 

 

 

 

 

 



 

62 
 

60 

 

ตารางที่ 12 ความเข้มข้นและคุณภาพของสารละลายดีเอ็นเอหม้อข้าวหม้อแกงลิงที่วิเคราะห์ด้วย
เครื่อง NanoDrop Lite (Thermo Scientific)  

ตัวอย่าง 
คุณภาพของสารละลายดีเอ็นเอ 

(OD260/OD280) 
ความเข้มข้นของสารละลายดีเอ็นเอ 

(ng/µl) 
C1 1.61 313.1 

SC1_1 1.49 354.7 

SC1_2 1.56 302.7 

SC2_1-1 1.75 381.9 

SC2_1-2 1.64 409.6 

SC2_1-3 1.60 276.0 

SC2_2-1 1.47 226.7 

SC2_2-2 1.85 632.9 

SC2_2-3 1.68 1058.9 

SC2_2-4 1.57 564.7 

SC2_2-5 1.49 766.5 

SC2_2-6 1.60 273.1 

SC2_2-7 1.47 209.9 

SC2_2-8 1.42 516.4 

SC2_2-9 1.81 570.1 

SC2_2-10 1.78 1089.6 

SC3_2-6-1 1.77 1383.8 

SC3_2-6-2 1.55 404.8 

SC3_2-6-3 1.78 1553.2 

SC3_2-6-4 1.81 1460.1 

หมายเหตุ  C (Clone) =  ต้นแม่ที่ใช้เปรียบเทียบกับยอดใหม่แต่ละสายต้น 
SC (Subculture) =  สายต้นที่มีการชักน ายอดใหม่จากชิ้นส่วนตาข้าง รุ่นที่ 1 (SC1)  

รุ่นที่ 2 (SC2) รุ่นที่ 3 (SC3) 
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ตารางที่ 12 ความเข้มข้นและคุณภาพของสารละลายดีเอ็นเอหม้อข้าวหม้อแกงลิง ที่วิเคราะห์ด้วย
เครื่อง NanoDrop Lite (Thermo Scientific) (ต่อ) 

 

ตัวอย่าง 
คุณภาพของสารละลายดีเอ็นเอ 

(OD260/OD280) 
ความเข้มข้นของสารละลายดีเอ็น

เอ (ng/µl) 
C2 1.60 399.4 

SC1_1 1.68 570.1 

SC2_1-1 1.73 1366.8 

SC2_1-2 1.67 646.1 

SC3_1-1-1 1.77 800.6 

SC3_1-1-2 1.60 430.8 

SC3_1-2-1 1.80 1047.2 

C3 1.69 959.2 

SC1_1 1.71 648.2 

SC1_2 1.74 814.7 

SC2_1.1 1.77 869.2 

SC2_1.2 1.64 594.3 

SC2_2.1 1.68 469.1 

SC2_2.2 1.77 826.9 

SC2_2.3 1.76 715.6 

SC2_2.4 1.74 1359.7 

SC3_1-2-1 1.79 1735.2 

SC3_1-2-2 1.91 1422.5 

SC3_2-1-1 1.77 845.1 

F3SC3.2.1.2 1.80 970.3 

หมายเหตุ  C (Clone) =  ต้นแม่ที่ใช้เปรียบเทียบกับยอดใหม่แต่ละสายต้น 
SC (Subculture) =  สายต้นที่มีการชักน ายอดใหม่จากชิ้นส่วนตาข้าง รุ่นที่ 1 (SC1)  

รุ่นที่ 2 (SC2) รุ่นที่ 3 (SC3) 
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ตารางที่ 12 ความเข้มข้นและคุณภาพของสารละลายดีเอ็นเอหม้อข้าวหม้อแกงลิง  ที่วิเคราะห์ด้วย
เครื่อง NanoDrop Lite (Thermo Scientific) (ต่อ) 

 

ตัวอย่าง 
คุณภาพของสารละลายดีเอ็นเอ 

(OD260/OD280) 
ความเข้มข้นของสารละลายดีเอ็นเอ 

(ng/µl) 
C4 1.62 893.4 

SC1_1 1.79 935.2 

SC2_1-1 1.81 909.7 

SC2_1-2 2.22 679.4 

SC2_1-3 1.84 1104.5 

SC2_1-4 1.79 567.6 

SC2_1-5 1.82 1140.8 

SC3_1-1 1.64 1029.9 

  หมายเหตุ  C (Clone) =  ต้นแม่ที่ใช้เปรียบเทียบกับยอดใหม่แต่ละสายต้น 
SC (Subculture) =  สายต้นที่มีการชักน ายอดใหม่จากชิ้นส่วนตาข้าง รุ่นที่ 1 (SC1) 

รุ่นที่ 2 (SC2) รุ่นที่ 3 (SC3) 
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3.2.1.2 การตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมของ
หม้อข้าวหม้อแกงลิง โดยใช้เทคนิคอาร์เอพีดี  

 
จากเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิคอาร์เอพีดี จ านวน 16 ไพรเมอร์ พบว่า มีเพียง 

14 ไพรเมอร์ ที่สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอหม้อข้าวหม้อแกงลิงได้ ได้แก่ OPA-11  OPH-05   
OPH-13  OPK-19  OPP-04  OPP-07  OPP-08  OPP-09  OPP-15  OPP-19  OPBH-08   
OPBH-16  OPBH-20  และ  Primer Sex ซึ่งไพรเมอร์ที่ให้เปอร์เซ็นต์การเกิดโพลีมอร์ฟิซึมสูงสุด 
60.00 เปอร์เซ็นต์ คือ ไพรเมอร์ OPH-13 รองลงมาคือ ไพรเมอร์ OPBH-08  OPP-09  OPBH-16  
OPP-08  OPA-11  OPP-04  OPP-19  OPP-15  OPP-07  Primer-sex  OPBH-20  และ   
OPH-05 ให้เปอร์เซ็นต์การเกิดโพลีมอร์ฟิซึมที่ 50.00  44.44  42.86  37.50  33.33  33.33  30.00  
28.57  25.00  25.00  20.00  และ  16.67 เปอร์เซ็นต์ ส่วนไพรเมอร์ OPK-19 ไม่เกิดโพลีมอร์ฟิซึม 
เมื่อน าผลการตรวจสอบลายพิมพ์ดีเอ็นเอของหม้อข้าวหม้อแกงลิงจ านวน 48 ตัวอย่าง ที่ตรวจสอบ
ด้วยเทคนิคอาร์เอพีดีจ านวน 14 ไพรเมอร์ มาวิเคราะห์ค่า PIC พบว่า มีค่า PIC อยู่ในช่วง  
0.00-0.47 โดยมีค่า PIC เฉลี่ย เท่ากับ 0.22 โดยไพรเมอร์ OPH-13 ให้ค่า PIC สูงสุด เท่ากับ 0.47 
และไพรเมอร์ OPK-19 ให้ค่า PIC ต่ าสุด เท่ากับ 0.00 (ตารางที่ 13) 

เมื่อเปรียบเทียบความแปรปรวนทางพันธุกรรมของหม้อข้าวหม้อแกงลิงที่ขยายพันธุ์
ด้วยเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกับต้นแม่ พบว่า มีเพียง 3 ไพรเมอร์ ที่สามารถตรวจพบความ
แตกต่างของล าดับเบสได้ใน 2 สายต้น หม้อข้าวหม้อแกงลิงสายต้นที่ 1 เมื่อตรวจสอบด้วยไพรเมอร์ 
OPP-04 พบล าดับเบสดีเอ็นเอเพ่ิมขึ้นจ านวน 1 แถบ ในรุ่นที่ 3 จ านวน 2 ต้น ไพรเมอร์ OPP-09 พบ
ล าดับเบสดีเอ็นเอเพ่ิมขึ้นจ านวน 1 แถบ ในรุ่นที่ 2 จ านวน 4 ต้น (ภาพที่ 9) ส่วนสายต้นที่ 2 และ 3 
ไม่พบความแปรปรวนทางพันธุกรรม (ภาพท่ี 10 และ 11) และเมื่อตรวจสอบหม้อข้าวหม้อแกงลิงสาย
ต้นที่ 4 ด้วยไพรเมอร์ OPBH-16 พบล าดับเบสดีเอ็นเอขาดหายจ านวน 1 แถบ ในรุ่นที่ 2 จ านวน 2 
ต้น และรุ่นที่ 3 จ านวน 1 ต้น (ภาพท่ี 12) 
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ตารางท่ี 13 การตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมของหม้อข้าวหม้อแกงลิงที่เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
ด้วยเทคนิคอาร์เอพีดี จ านวน 14 ไพรเมอร์ แสดงจ านวนแถบดีเอ็นเอที่เหมือนและ
แตกต่าง 

 

Primer Name Amplified 
fragment 

Polymorphic 
fragments 

Polymorphic 
(%) 

polymorphic 
information 
content (PIC) 

OPA-11 6 2 33.33 0.31 
OPH-05 6 1 16.67 0.05 
OPH-13 10 6 60.00 0.47 
OPK-19 7 0 0.00 0.00 
OPP-04 9 3 33.33 0.31 
OPP-07 8 2 25.00 0.22 
OPP-08 8 3 37.50 0.25 
OPP-09 9 4 44.44 0.35 
OPP-15 7 2 28.57 0.25 
OPP-19 10 3 30.00 0.23 

OPBH-08 8 4 50.00 0.16 
OPBH-16 7 3 42.86 0.22 
OPBH-20 10 2 20.00 0.17 

Primer-sex 8 2 25.00 0.07 
Average 8.07 2.64 31.91 0.22 
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ภาพที่ 9 รูปแบบดีเอ็นเอจากใบหม้อข้าวหม้อแกงลิงสายต้นที่ 1 ที่เพ่ิมปริมาณด้วยเทคนิคอาร์เอพีดี 
หมายเหตุ  C (Clone) =  ต้นแม่ที่ใช้เปรียบเทียบกับยอดใหม่แต่ละสายต้น 

SC (Subculture) =  สายต้นที่มีการชักน ายอดใหม่จากชิ้นส่วนตาข้าง รุ่นที่ 1 (SC1)  
รุ่นที่ 2 (SC2) รุ่นที่ 3 (SC3) 

        = ลูกศรชี้ต าแหน่งล าดับเบสดีเอ็นเอที่เพ่ิมข้ึน 
  

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 

C1 SC1 SC2 SC3 

OPP-04 

OPP-15 

OPBH-16 

M 

1000 bp 
500 bp 

1000 bp 
500 bp 

1000 bp 
500 bp 



 

68 
 

60 

 

  

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 10 รูปแบบดีเอ็นเอจากใบหม้อข้าวหม้อแกงลิงสายต้นที่ 2 ที่เพ่ิมปริมาณด้วยเทคนิคอาร์เอพีดี 
หมายเหตุ  C (Clone) =  ต้นแม่ที่ใช้เปรียบเทียบกับยอดใหม่แต่ละสายต้น 

SC (Subculture) =  สายต้นที่มีการชักน ายอดใหม่จากชิ้นส่วนตาข้าง รุ่นที่ 1 (SC1)  
รุ่นที่ 2 (SC2) รุ่นที่ 3 (SC3) 

       
  

1 2 3 4 5 6 7 
C2 SC1 SC2 SC3 

OPP-04 

OPP-15 

OPBH-16 

1000 bp 
500 bp 

1000 bp 
500 bp 

1000 bp 
500 bp 

M 
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ภาพที่ 11 รูปแบบดีเอ็นเอจากใบหม้อข้าวหม้อแกงลิงสายต้นที่ 3 ที่เพ่ิมปริมาณด้วยเทคนิคอาร์เอพีดี 
หมายเหตุ  C (Clone) =  ต้นแม่ที่ใช้เปรียบเทียบกับยอดใหม่แต่ละสายต้น 

SC (Subculture) =  สายต้นที่มีการชักน ายอดใหม่จากชิ้นส่วนตาข้าง รุ่นที่ 1 (SC1)  
รุ่นที่ 2 (SC2) รุ่นที่ 3 (SC3) 

         
  

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

C3 SC1 SC2 SC3 

OPP-04 

OPP-15 

OPBH-16 

1000 bp 
500 bp 

1000 bp 
500 bp 

1000 bp 
500 bp 

M 
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ภาพที่ 12 รูปแบบดีเอ็นเอจากใบหม้อข้าวหม้อแกงลิงสายต้นที่ 4 ที่เพ่ิมปริมาณด้วยเทคนิคอาร์เอพีดี 
หมายเหตุ  C (Clone) =  ต้นแม่ที่ใช้เปรียบเทียบกับยอดใหม่แต่ละสายต้น 

SC (Subculture) =  สายต้นที่มีการชักน ายอดใหม่จากชิ้นส่วนตาข้าง รุ่นที่ 1 (SC1)  
รุ่นที่ 2 (SC2) รุ่นที่ 3 (SC3) 

      = ลูกศรชี้ต าแหน่งล าดับเบสดีเอ็นเอที่ขาดหาย 
  

1 2 3  4 5 6 7 8 

C4 SC1 SC2 SC3 

OPP-04 

OPP-15 

OPBH-16 

1000 bp 
500 bp 

1000 bp 
500 bp 

1000 bp 
500 bp 

M 
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3.2.1.3 การตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมของ
หม้อข้าวหม้อแกงลิง โดยใช้เทคนิคไอเอสเอสอาร์  

 
จากการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของหม้อข้าวหม้อแกงลิงด้วยเทคนิคพีซีอาร์  โดยใช้ 

ไพรเมอร์ จ านวน 15 ไพรเมอร์ พบว่า ไพรเมอร์ไอเอสเอสอาร์ทั้ง 15 ไพรเมอร์ สามารถเพ่ิมปริมาณ 
ดีเอ็นเอได้ ซึ่งไพรเมอร์ที่ให้เปอร์เซ็นต์การเกิดโพลีมอร์ฟิซึมสูงสุด 77.78 เปอร์เซ็นต์ คือ ไพรเมอร์ 
ISSR-12 ส่วนไพรเมอร์ ISSR-01  ISSR-02  ISSR-03  ISSR04  ISSR-05  ISSR-06  ISSR-07   
ISSR-08  ISSR-10  ISSR-13 และ  ISSR-15 ให้เปอร์เซ็นต์การเกิดโพลีมอร์ฟิซึมที่ 33.33  50.00  
50.00  16.67  50.00  36.36  25.00  11.11  12.50  25.00  และ  20.00 เปอร์เซ็นต์ ส่วน 
ไพรเมอร์ ISSR-09  ISSR-11  และ  ISSR-14 ไม่เกิดโพลีมอร์ฟิซึม เมื่อน าผลการตรวจสอบลายพิมพ์ 
ดีเอ็นเอของหม้อข้าวหม้อแกงลิง 48 ตัวอย่าง ที่ตรวจสอบด้วยเทคนิคไอเอสเอสอาร์จ านวน 15  
ไพรเมอร์ มาวิเคราะห์ค่า PIC พบว่า มีค่า PIC อยู่ในช่วง 0.00-0.39 โดยมีค่า PIC เฉลี่ย เท่ากับ 0.18 
โดยไพรเมอร์ ISSR-12 ให้ค่า PIC สูงสุด เท่ากับ 0.39 และไพรเมอร์ ISSR-09  ISSR-11  และ   
ISSR-14 ให้ค่า PIC ต่ าสุด เท่ากับ 0.00 (ตารางที่ 14) 

เมื่อเปรียบเทียบความแปรปรวนทางพันธุกรรมของหม้อข้าวหม้อแกงลิงที่ขยายพันธุ์
ด้วยเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกับต้นแม่ พบว่า มีเพียง 4 ไพรเมอร์ ที่สามารถตรวจพบความ
แตกต่างของล าดับเบสได้ใน 3 สายต้น หม้อข้าวหม้อแกงลิงสายต้นที่ 1 เมื่อตรวจสอบด้วยไพรเมอร์ 
ISSR-01  พบล าดับเบสดีเอ็นเอขาดหายจ านวน 2 แถบ ในรุ่นที่ 2 จ านวน 1 ต้น ไพรเมอร์ ISSR-06 
พบล าดับเบสดีเอ็นเอเพ่ิมขึ้นจ านวน 1 แถบ ในรุ่นที่ 2 จ านวน 1 ต้น และ รุ่นที่ 3 จ านวน 1 ต้น และ
ไพรเมอร์ ISSR-12 พบล าดับเบสดีเอ็นเอขาดหายจ านวน 1 แถบ ในรุ่นที่ 2 จ านวน 1 ต้น (ภาพที่ 13) 
เมื่อตรวจสอบหม้อข้าวหม้อแกงลิงสายต้นที่ 2 ด้วยไพรเมอร์ ISSR-01 พบล าดับเบสดีเอ็นเอขาดหาย
จ านวน 1 แถบ ในรุ่นที่ 2 จ านวน 1 ต้น และ ISSR-03 พบล าดับเบสดีเอ็นเอเพ่ิมข้ึนจ านวน 1 แถบ ใน
รุ่นที่ 2 จ านวน 1 ต้น และรุ่นที่ 3 จ านวน 3 ต้น (ภาพที่ 14)  เมื่อตรวจสอบหม้อข้าวหม้อแกงลิง 
สายต้นที่ 3 ไม่พบความแปรปรวนทางพันธุกรรม (ภาพที่ 15)  และเมื่อตรวจสอบหม้อข้าวหม้อแกงลิง
สายต้นที่ 4 ด้วยไพรเมอร์ ISSR-12 พบล าดับเบสดีเอ็นเอขาดหายจ านวน 1 แถบ ในรุ่นที่ 1 จ านวน  
1 ต้น (ภาพท่ี 16) 
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ตารางท่ี 14 การตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมของหม้อข้าวหม้อแกงลิงที่เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
ด้วยเทคนิคไอเอสเอสอาร์ จ านวน 15 ไพรเมอร์ แสดงจ านวนแถบดีเอ็นเอที่เหมือนและ
แตกต่าง 

 
Primer 
Name 

Amplified 
fragment 

Polymorphic 
fragments 

Polymorphic 
(%) 

polymorphic 
information 
content (PIC) 

ISSR-01 6 2 33.33 0.13 
ISSR-02 8 4 50.00 0.28 
ISSR-03 6 3 50.00 0.35 
ISSR-04 6 1 16.67 0.05 
ISSR-05 8 4 50.00 0.41 
ISSR-06 11 4 36.36 0.18 
ISSR-07 4 1 25.00 0.24 
ISSR-08 9 1 11.11 0.09 
ISSR-09 4 0 0.00 0.00 
ISSR-10 8 1 12.50 0.10 
ISSR-11 4 0 0.00 0.00 
ISSR-12 9 7 77.78 0.39 
ISSR-13 4 1 25.00 0.24 
ISSR-14 4 0 0.00 0.00 
ISSR-15 5 1 20.00 0.16 
Average 6.4 2 27.18 0.18 
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ภาพที่ 13 รูปแบบดีเอ็นเอจากใบหม้อข้าวหม้อแกงลิงสายต้นที่ 1 ที่เพ่ิมปริมาณด้วยเทคนิค 
ไอเอสเอสอาร์ 

หมายเหตุ  C (Clone) =  ต้นแม่ที่ใช้เปรียบเทียบกับยอดใหม่แต่ละสายต้น 
SC (Subculture) =  สายต้นที่มีการชักน ายอดใหม่จากชิ้นส่วนตาข้าง รุ่นที่ 1 (SC1)  

รุ่นที่ 2 (SC2) รุ่นที่ 3 (SC3) 
        = ลูกศรชี้ต าแหน่งล าดับเบสดีเอ็นเอที่เพ่ิมข้ึน 

= ลูกศรชี้ต าแหน่งล าดับเบสดีเอ็นเอที่ขาดหาย 
  

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 
C1 SC1 SC2 SC3 

ISSR-01 

ISSR-03 

ISSR-06 

ISSR-12 

M 

1000 bp 
500 bp 

1000 bp 
500 bp 

1000 bp 
500 bp 

1000 bp 
500 bp 
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ภาพที่ 14 รูปแบบดีเอ็นเอจากใบหม้อข้าวหม้อแกงลิงสายต้นที่ 2 ที่เพ่ิมปริมาณด้วยเทคนิคไอเอส

เอสอาร์ 
หมายเหตุ  C (Clone) =  ต้นแม่ที่ใช้เปรียบเทียบกับยอดใหม่แต่ละสายต้น 

SC (Subculture) =  สายต้นที่มีการชักน ายอดใหม่จากชิ้นส่วนตาข้าง รุ่นที่ 1 (SC1) รุ่นที่ 
2 (SC2) รุ่นที่ 3 (SC3) 

        = ลูกศรชี้ต าแหน่งล าดับเบสดีเอ็นเอที่เพ่ิมข้ึน 
= ลูกศรชี้ต าแหน่งล าดับเบสดีเอ็นเอที่ขาดหาย 

 
 

  

1 2  3 4 5 6 

C2 SC1 SC2 SC3 

ISSR-01 

ISSR-03 

ISSR-06 

ISSR-12 

M 7 

1000 bp 
500 bp 

1000 bp 
500 bp 

1000 bp 
500 bp 

1000 bp 
500 bp 
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ภาพที่ 15 รูปแบบดีเอ็นเอจากใบหม้อข้าวหม้อแกงลิงสายต้นที่ 3 ที่เพ่ิมปริมาณด้วยเทคนิคไอเอส

เอสอาร์ 
หมายเหตุ  C (Clone) =  ต้นแม่ที่ใช้เปรียบเทียบกับยอดใหม่แต่ละสายต้น 

SC (Subculture) =  สายต้นที่มีการชักน ายอดใหม่จากชิ้นส่วนตาข้าง รุ่นที่ 1 (SC1) รุ่นที่ 
2 (SC2) รุ่นที่ 3 (SC3) 

        
  

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

 C3  SC1  SC2  SC3 

ISSR-01 

ISSR-06 

ISSR-12 

M 

ISSR-03 

1000 bp 
500 bp 

1000 bp 
500 bp 

1000 bp 
500 bp 

1000 bp 
500 bp 
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ภาพที่ 16 รูปแบบดีเอ็นเอจากใบหม้อข้าวหม้อแกงลิงสายต้นที่ 4 ที่เพ่ิมปริมาณด้วยเทคนิคไอเอส
เอสอาร์ 

หมายเหตุ  C (Clone) =  ต้นแม่ที่ใช้เปรียบเทียบกับยอดใหม่แต่ละสายต้น 
SC (Subculture) =  สายต้นที่มีการชักน ายอดใหม่จากชิ้นส่วนตาข้าง รุ่นที่ 1 (SC1) รุ่นที่ 

2 (SC2) รุ่นที่ 3 (SC3) 
                     = ลูกศรชี้ต าแหน่งล าดับเบสดีเอ็นเอที่ขาดหาย 
  

1 2 3 4 5 6 7 8 

 

C4 

 

SC1 

 

SC2 SC3  

ISSR-01 

ISSR-03 

ISSR-06 

ISSR-12 

M 

1000 bp 
500 bp 

1000 bp 
500 bp 

1000 bp 
500 bp 

1000 bp 
500 bp 
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3.2.1.4 การตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมของ
หม้อข้าวหม้อแกงลิง โดยใช้เทคนิคเอสเอสอาร์  

 
จากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของหม้อข้าวหม้อแกงลิงด้วยเทคนิคเอสเอสอาร์ จ านวน 

5 ไพรเมอร์ พบว่า สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้ทั้ง 5 ไพรเมอร์ ซึ่งไพรเมอร์ที่ให้เปอร์เซ็นต์การเกิด 
โพลีมอร์ฟิซึมสูงสุด 42.86 เปอร์เซ็นต์ คือ ไพรเมอร์ Nep_SSR18 รองลงมาคือ ไพรเมอร์ Nep_SSR3 
Nep_SSR6 และ Nep_SSR12 ให้เปอร์เซ็นต์การเกิดโพลีมอร์ฟิซึมที่ 33.33  16.67  และ  16.67 
เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ส่วนไพรเมอร์ Nep_SSR1 ไม่เกิดโพลีมอร์ฟิซึม เมื่อน าผลการตรวจสอบ 
ลายพิมพ์ดีเอ็นเอของหม้อข้าวหม้อแกงลิง 48 ตัวอย่าง ที่ตรวจสอบด้วยเทคนิคเอสเอสอาร์จ านวน 5 
ไพรเมอร์ มาวิเคราะห์ค่า PIC พบว่า มีค่า PIC อยู่ในช่วง 0.00-0.41 โดยมีค่า PIC เฉลี่ย เท่ากับ 0.14 
โดยไพรเมอร์ Nep_SSR18 ให้ค่า PIC สูงสุด เท่ากับ 0.41 และไพรเมอร์ Nep_SSR1 ให้ค่า PIC 
ต่ าสุด เท่ากับ 0.00 (ตารางที่ 15) 

เมื่อเปรียบเทียบความแปรปรวนทางพันธุกรรมของหม้อข้าวหม้อแกงลิงที่ขยายพันธุ์
ด้วยเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกับต้นแม่ พบว่า มีเพียง 4 ไพรเมอร์ สามารถตรวจพบความแตกต่าง
ของล าดับเบสได้ใน 3 สายต้น หม้อข้าวหม้อแกงลิงสายต้นที่ 1 เมื่อตรวจสอบด้วยไพรเมอร์ Nep_SSR 
พบล าดับเบสดีเอ็นเอขาดหายจ านวน 1 แถบ ในรุ่นที่ 2 จ านวน 2 ต้น ไพรเมอร์ Nep_SSR6 พบ
ล าดับเบสดีเอ็นเอเพ่ิมขึ้นจ านวน 1 แถบ ในรุ่นที่ 2 จ านวน 1 ต้น และไพรเมอร์ Nep_SSR18 พบ
ล าดับเบสดีเอ็นเอเพ่ิมขึ้นจ านวน 1 แถบ ในรุ่นที่ 2 จ านวน 2 ต้น (ภาพที่ 17) เมื่อตรวจสอบ
หม้อข้าวหม้อแกงลิงสายต้นที่ 2 ด้วยไพรเมอร์ Nep_SSR18 พบล าดับเบสดีเอ็นเอขาดหายจ านวน 1 
แถบ ในรุ่นที่ 3 จ านวน 1 ต้น (ภาพที่ 18)  เมื่อตรวจสอบหม้อข้าวหม้อแกงลิงสายต้นที่ 3 ด้วย 
ไพรเมอร์ Nep_SSR3 พบล าดับเบสดีเอ็นเอขาดหายจ านวน 1 แถบ ในรุ่นที่ 2 จ านวน 3 ต้น และรุ่นที่ 
3 จ านวน 1 ต้น (ภาพที่ 19)  และเมื่อตรวจสอบหม้อข้าวหม้อแกงลิงสายต้นที่ 4 ด้วยไพรเมอร์ 
Nep_SSR3 พบล าดับเบสดีเอ็นเอขาดหายและเพ่ิมขึ้นจ านวน 1 แถบ  ในรุ่นที่ 1 จ านวน 1 ต้น และ
รุ่นที่ 2 จ านวน 2 ต้น และไพรเมอร์ Nep_SSR12 พบล าดับเบสดีเอ็นเอเพ่ิมขึ้นจ านวน 2 แถบ  ในรุ่น
ที่ 1 จ านวน 1 ต้น รุ่นที่ 2 จ านวน 1 ต้น และรุ่นที่ 3 จ านวน 1 ต้น (ภาพท่ี 20) 
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ตารางท่ี 15 การตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมของหม้อข้าวหม้อแกงลิงที่เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
ด้วยเทคนิค SSR จ านวน 5 ไพรเมอร์ แสดงจ านวนแถบดีเอ็นเอท่ีเหมือนและแตกต่าง 

  
 
 
 
  

Primer Name Amplified 
fragment 

Polymorphic 
fragments 

Polymorphic 
(%) 

polymorphic 
information content 

(PIC) 
Nep_SSR1 9 0 0 0 
Nep_SSR3 6 2 33.33 0.09 
Nep_SSR6 6 1 16.67 0.17 
Nep_SSR12 31 1 16.67 0.01 
Nep_SSR18 7 3 42.86 0.41 
Average 11.8 1.4 21.90 0.14 
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311 bp 

249 bp 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 11 13 12 13 14 17 18 15 16 
C1 SC1 SC2 SC3 

Nep_SSR3 
311 bp 

249 bp 
Nep_SSR6 

311 bp 

249 bp 

Nep_SSR12 

311 bp 

249 bp Nep_SSR18 

2 6 17 18 19 20 

ภาพที่ 17 รูปแบบดีเอ็นเอจากใบหม้อข้าวหม้อแกงลิงสายต้นที่ 1  ที่เพ่ิมปริมาณด้วยเทคนิค 
ไอเอสเอสอาร์ 

หมายเหตุ  C (Clone) =  ต้นแม่ที่ใช้เปรียบเทียบกับยอดใหม่แต่ละสายต้น 
SC (Subculture) =  สายต้นที่มีการชักน ายอดใหม่จากชิ้นส่วนตาข้าง รุ่นที่ 1 (SC1) 

รุ่นที่ 2 (SC2) รุ่นที่ 3 (SC3) 
       = ลูกศรชี้ต าแหน่งล าดับเบสดีเอ็นเอท่ีเพ่ิมข้ึน 
       = ลูกศรชี้ต าแหน่งล าดับเบสดีเอ็นเอท่ีขาดหาย 
= ลูกศรชี้ต าแหน่งล าดับเบสดีเอ็นเอที่เพ่ิมข้ึน 
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ภาพที่ 18 รูปแบบดีเอ็นเอจากใบหม้อข้าวหม้อแกงลิงสายต้นที่ 2 ที่ เ พ่ิมปริมาณด้วยเทคนิค 

ไอเอสเอสอาร์ 
หมายเหตุ  C (Clone) =  ต้นแม่ที่ใช้เปรียบเทียบกับยอดใหม่แต่ละสายต้น 

SC (Subculture) =  สายต้นที่มีการชักน ายอดใหม่จากชิ้นส่วนตาข้าง รุ่นที่ 1 (SC1) รุ่นที่ 
2 (SC2) รุ่นที่ 3 (SC3) 

       = ลูกศรชี้ต าแหน่งล าดับเบสดีเอ็นเอท่ีขาดหาย 

311 bp 

249 bp 

1 2 3 4 5 6 7 
C2 SC1 SC2 SC3 

Nep_SSR3 

311 bp 

249 bp 
Nep_SSR6 

311 bp 

249 bp 
Nep_SSR12 

311 bp 

249 bp 
Nep_SSR18 

6 
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311 bp 

249 bp 
Nep_SSR12 

311 bp 

249 bp 
Nep_SSR18 

311 bp 

249 bp 
Nep_SSR6 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 
C3 SC1 SC2 SC3 

Nep_SSR3 
249 bp 

311 bp 

ภาพที่ 19 รูปแบบดีเอ็นเอจากใบหม้อข้าวหม้อแกงลิงสายต้นที่ 3 ที่เพ่ิมปริมาณด้วยเทคนิค 
ไอเอสเอสอาร์ 

หมายเหตุ  C (Clone) =  ต้นแม่ที่ใช้เปรียบเทียบกับยอดใหม่แต่ละสายต้น 
SC (Subculture) =  สายต้นที่มีการชักน ายอดใหม่จากชิ้นส่วนตาข้าง รุ่นที่ 1 (SC1) 

รุ่นที่ 2 (SC2) รุ่นที่ 3 (SC3) 
       = ลูกศรชี้ต าแหน่งล าดับเบสดีเอ็นเอที่เพ่ิมข้ึน 
       = ลูกศรชี้ต าแหน่งล าดับเบสดีเอ็นเอท่ีขาดหาย 
= ลูกศรชี้ต าแหน่งล าดับเบสดีเอ็นเอที่เพ่ิมข้ึน 
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311 bp 

249 bp 

311 bp 

249 bp 
Nep_SSR6 

1 2 3 4 5 6 7 8 

C4 SC1 SC2 SC3 

Nep_SSR3 

311 bp 

249 bp 

Nep_SSR12 
311 bp 

249 bp 
Nep_SSR18 

ภาพที่ 20 รูปแบบดีเอ็นเอจากใบหม้อข้าวหม้อแกงลิงสายต้นที่ 4 ที่เพ่ิมปริมาณด้วยเทคนิค 
ไอเอสเอสอาร์ 

หมายเหตุ  C (Clone) =  ต้นแม่ที่ใช้เปรียบเทียบกับยอดใหม่แต่ละสายต้น 
SC (Subculture) =  สายต้นที่มีการชักน ายอดใหม่จากชิ้นส่วนตาข้าง รุ่นที่ 1 (SC1) 

รุ่นที่ 2 (SC2) รุ่นที่ 3 (SC3) 
       = ลูกศรชี้ต าแหน่งล าดับเบสดีเอ็นเอท่ีเพ่ิมข้ึน 
       = ลูกศรชี้ต าแหน่งล าดับเบสดีเอ็นเอท่ีขาดหาย 
= ลูกศรชี้ต าแหน่งล าดับเบสดีเอ็นเอที่เพ่ิมข้ึน 
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จากการตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมด้วยเครื่องหมายอาร์เอพีดี   
ไอเอสเอสอาร์ และ เอสเอสอาร์ พบว่า การตรวจสอบด้วยเครื่องหมายอาร์เอพีดี พบความแปรปรวน
ทางพันธุกรรมในสายต้นที่ 1 รุ่นที่ 2 จ านวน 4 ต้น รุ่นที่ 3 จ านวน 1 ต้น และสายต้นที่ 4 รุ่นที่ 2 
จ านวน 2 ต้น รุ่นที่ 3 จ านวน 1 ต้น ส่วนการตรวจสอบด้วยเครื่องหมายไอเอสเอสอาร์ พบความ
แปรปรวนทางพันธุกรรมในสายต้นที่ 1 รุ่นที่ 1 จ านวน 1 ต้น รุ่นที่ 2 จ านวน 3 ต้น สายต้นที่ 2 รุ่นที่ 
1 จ านวน 1 ต้น รุ่นที่ 2 จ านวน 2 ต้น รุ่นที่ 3 จ านวน 3 และสายต้นที่ 4 รุ่นที่ 1 จ านวน 1 ต้น และ
การตรวจสอบด้วยเครื่องหมายเอสเอสอาร์ พบความแปรปรวนทางพันธุกรรมในสายต้นที่ 1 รุ่นที่ 2 
จ านวน 2 ต้น สายต้นที่ 2 รุ่นที่ 3 จ านวน 1 ต้น สายต้นที่ 3 รุ่นที่ 1 จ านวน 1 ต้น รุ่นที่ 2 จ านวน 4 
ต้น และสายต้นที่ 4 รุ่นที่ 1 จ านวน 1 ต้น รุ่นที่ 2 จ านวน 2 ต้น และรุ่นที่ 3 จ านวน 1 ต้น  
(ตารางท่ี 16) 

 การตรวจสอบด้วยเครื่องหมายอาร์เอพีดี รุ่นที่ 2 และ รุ่นที่ 3 มีเปอร์เซ็นต์ความ
แปรปรวนทางพันธุกรรม 5.90±5.24 และ 12.50±12.50 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ส่วนเครื่องหมาย 
ไอเอสเอสอาร์ตรวจสอบพบความแปรปรวนทางพันธุกรรมรุ่นที่ 1-3 มีเปอร์เซ็นต์ความแปรปรวนทาง
พันธุกรรม 9.38±11.97  7.69±6.71  และ 6.25±12.50 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ และเครื่องหมาย 
เอสเอสอาร์ตรวจสอบพบความแปรปรวนทางพันธุกรรมรุ่นที่ 1-3 มีเปอร์เซ็นต์ความแปรปรวนทาง
พันธุกรรม 9.38±11.97  12.61±15.11  และ  8.33±11.79 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ (ตารางท่ี 17) 
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ตารางที่ 16 ต้นหม้อข้าวหม้อแกงลิงที่พบความแปรปรวนทางพันธุกรรม เมื่อตรวจสอบพบด้วย

เครื่องหมายโมเลกุล 
 

สายต้น ตัวอย่าง 
เครื่องหมายที่ตรวจสอบ 

RAPD ISSR SSR 
C1 SC1_2    
 SC2_1-1    
 SC2_2-2    
 SC2_2-5    
 SC2_2-6    
 SC2_2-9    
 SC2_2-10    
 SC3_2-6-2    

C2 SC1_1    
 SC2_1-1    
 SC2_1-2    
 SC3_1-1-1    
 SC3_1-1-2    
 SC3_1-2-1    

C3 SC1_1    
 SC2_1-2    
 SC2_2-1    
 SC2_2-2    
 SC2_2-4    

 
หมายเหตุ  C (Clone) =  ต้นแม่ที่ใช้เปรียบเทียบกับยอดใหม่แต่ละสายต้น 

SC (Subculture) =  สายต้นที่มีการชักน ายอดใหม่จากชิ้นส่วนตาข้าง รุ่นที่ 1 (SC1)  
รุ่นที่ 2 (SC2) รุ่นที่ 3 (SC3) 
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ตารางที่ 16 ต้นหม้อข้าวหม้อแกงลิงที่พบความแปรปรวนทางพันธุกรรม เมื่อตรวจสอบพบด้วย
เครื่องหมายโมเลกุล (ต่อ) 

 

สายต้น ตัวอย่าง 
เครื่องหมายที่ตรวจสอบ 

RAPD ISSR SSR 
C4 SC1_1    
 SC2_1-1    
 SC2_1-4    
 SC2_1-5    
 SC3_1-1    

 
หมายเหตุ  C (Clone) =  ต้นแม่ที่ใช้เปรียบเทียบกับยอดใหม่แต่ละสายต้น 

SC (Subculture) =  สายต้นที่มีการชักน ายอดใหม่จากชิ้นส่วนตาข้าง รุ่นที่ 1 (SC1)  
รุ่นที่ 2 (SC2) รุ่นที่ 3 (SC3) 

 
ตารางที่ 17 ความแปรปรวนทางพันธุกรรมของหม้อข้าวหม้อแกงลิงที่ตรวจสอบด้วยเครื่องหมาย

โมเลกุล 
 

เครื่องหมาย 
ความแปรปรวน (%) 

รุ่นที่ 1 รุ่นที่ 2 รุ่นที่ 3 
RAPD 0.00±0.00 5.90±5.24 12.50±12.50 
ISSR 9.38±11.97 7.69±6.71 6.25±12.50 
SSR 9.38±11.97 12.61±15.11 8.33±11.79 
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3.2.2 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของต้นหม้อข้าวหม้อแกงลิง  
N. mirabilis 
 

3.2.2.1 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของรูปร่างใบ 
 

จากการน าต้นที่พบความแปรปรวนทางพันธุกรรมจากการตรวจสอบด้วย
เครื่องหมายโมเลกุล พบความแปรปรวนทางพันธุกรรมในสายต้นที่ 1 จ านวน 8 ต้น สายที่ 2 จ านวน 
6 ต้น สายต้นที่ 3 จ านวน 5 ต้น และ สายต้นที่ 4 จ านวน 5 ต้น (ภาพที่ 21) เมื่อน าต้นที่ตรวจสอบ
พบความแปรปรวนทางพันธุกรรมมาศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของรูปทรงหม้อ ปลายใบ โคนใบ 
รูปร่างใบ และ ปากใบ ของต้นหม้อข้าวหม้อแกงลิงที่ขยายพันธุ์ในสภาพปลอดเชื้อกับในธรรมชาติ 
พบว่า หม้อข้าวหม้อแกงลิงในสภาพปลอดเชื้อมีลักษณะของหม้อเป็นรูปเหยือก มีปลายใบ 3 ลักษณะ 
ได้แก่ ปลายใบยาวคล้ายหาง ปลายใบเรียวแหลม และ ปลายใบมน มีโคนใบเป็นรูปลิ่มและโคนใบ 
สอบเรียว ส่วนปากใบพบได้ทั้งปากใบด้านบนและด้านล่าง ขณะที่ต้นในธรรมชาติมีลักษณะหม้อรูป
เหยือก ปลายใบเรียวแหลม โคนใบรูปลิ่ม และพบเพียงปากใบด้านล่าง (ภาพที่ 22) สายต้นที่ 1 ต้นแม่
มีลักษณะใบปกติ ปลายใบยาวคล้ายหาง โคนใบแบบลิ่มลักษณะหม้อเป็นรูปเหยือก และปากใบมี
ลักษณะกลม ขณะที่รุ่นที่ 1 ลักษณะใบปกติ ปลายใบเรียวแหลม โคนใบแบบลิ่ม ลักษณะหม้อเป็น 
รูปเหยือก และปากใบมีลักษณะกลม รุ่นที่ 2 ลักษณะใบหงิก ปลายใบมีทั้งแบบเรียวแหลม แบบ 
ยาวคล้ายหาง และแบบมน ส่วนโคนใบมีลักษณะแบบลิ่มและสอบเรียว ลักษณะหม้อเป็นรูปเหยือก 
และปากใบมีลักษณะกลม รุ่นที่ 3 ลักษณะใบหงิก ปลายใบมน โคนใบแบบลิ่ม ลักษณะหม้อเป็น 
รูปเหยือก และปากใบมีลักษณะกลม (ภาพที่ 23) (ตารางท่ี 18)             

ในสายต้นที่ 2 ต้นแม่มีลักษณะใบหงิก ปลายใบเรียวแหลม โคนใบแบบลิ่ม ลักษณะ
หม้อเป็นรูปเหยือก และปากใบมีลักษณะกลม ขณะที่รุ่นที่ 1 มีลักษณะใบหงิก ปลายใบยาวคล้ายหาง 
โคนใบแบบลิ่ม ลักษณะหม้อเป็นรูปเหยือก และปากใบมีลักษณะกลม รุ่นที่ 2 ลักษณะใบหงิก  
ปลายใบแบบเรียวแหลมและแบบยาวคล้ายหาง โคนใบแบบลิ่ม ลักษณะหม้อเป็นรูปเหยือก และ 
ปากใบมีลักษณะกลม ตรวจ รุ่นที่ 3 มีทั้งลักษณะใบหงิกและใบปกติ ปลายใบแบบเรียวแหลมและ
แบบยาวคล้ายหาง โคนใบแบบลิ่มลักษณะหม้อเป็นรูปเหยือก และปากใบมีลักษณะกลม (ภาพที่ 24) 
(ตารางที่ 18)            

ส่วนสายต้นที่ 3 ต้นแม่มีลักษณะใบหงิก ปลายใบเรียวแหลม โคนใบแบบลิ่ม 
ลักษณะหม้อเป็นรูปเหยือก และปากใบมีลักษณะรี ขณะที่ลูกทั้ง 3 รุ่น มีลักษณะใบหงิก โคนใบรูปลิ่ม 
และลักษณะหม้อเป็นรูปเหยือก โดยรุ่นที่ 1 มีปลายใบเรียวแหลม และปากใบมีลักษณะกลม รุ่นที่ 2 มี
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ปลายใบแบบเรียวแหลมและแบบยาวคล้ายหาง และปากใบมีทั้งลักษณะกลมและรี  ทั้ง 3 รุ่น  
(ภาพที่ 25) (ตารางท่ี 18)  

และสายต้นที่ 4 ต้นแม่มีลักษณะใบหงิก ปลายใบมน โคนใบสอบเรียว ลักษณะหม้อ
เป็นรูปเหยือก และปากใบมีลักษณะกลม ขณะที่รุ่นที่ 1 มีลักษณะใบหงิก ปลายใบเรียวแหลม โคนใบ
แบบลิ่ม ลักษณะหม้อเป็นรูปเหยือก และปากใบมีลักษณะกลม รุ่นที่ 2 มีลักษณะใบหงิก ปลายใบแบบ
เรียวแหลมและแบบยาวคลายหาง โคนใบแบบลิ่ม ลักษณะหม้อเป็นรูปเหยือก และปากใบมีลักษณะ
กลม ส่วนรุ่นที่ 3 มีลักษณะใบปกติ ปลายใบเรียวแหลม โคนใบแบบลิ่ม ลักษณะหม้อเป็นรูปเหยือก 
และปากใบมีลักษณะกลม (ภาพที่ 26) (ตารางท่ี 18) 
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  ภาพที่ 21  ลักษณะทางสรีรวิทยาของหม้อข้าวหม้อแกงลิงที่เกิดความแปรปรวนทางพันธุกรรม 

 หมายเหตุ  C (Clone) =  ต้นแม่ที่ใช้เปรียบเทียบกับยอดใหม่แต่ละสายต้น 
SC (Subculture) =  สายต้นที่มีการชักน ายอดใหม่จากชิ้นส่วนตาข้าง รุ่นที่ 1 (SC1) รุ่นที่ 2 (SC2) รุ่นที่ 3 (SC3) 

 C1    SC1_2   SC2_1-1      SC2_2-2  SC2_2-5       SC2_2-6     SC2_2-9    SC2_2-10    SC3_2-6-2 

  C2     SC1_1      SC2_1-1   SC2_1-2     SC3_1-1-1   SC3_1-1-2  SC3_1-2-1   

 C3    SC1_1     SC2_1-2    SC2_2-1      SC2_2-2    SC2_2-4   

 C4  SC1_1 SC2_1-1       SC2_1-4       SC2_1-5    SC3_1-1  
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ภาพที่ 22 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของใบหม้อข้าวหม้อแกงลิงในสภาพปลอดเชื้อที่มีความแตกต่าง

ทางพันธุกรรม  
(ก) หม้อ (ข) ปลายใบยาวคล้ายหาง (ค) ปลายใบเรียวแหลม (ง) ปลายใบมน (จ) โคนใบ
รูปลิ่ม (ฉ) โคนใบสอบเรียว (ช) ใบปกติ  (ซ) ใบหงิก (ฌ) หม้อในธรรมชาติ (ญ) ปลายใบ
ในธรรมชาติ (ฎ) โคนใบในธรรมชาติ (ฏ) ลักษณะใบในธรรมชาติ (ฐ)  ผิวใบด้านบนใน
สภาพปลอดเชื้อ (ฑ) ผิวใบด้านล่างในสภาพปลอดเชื้อ (ฒ) ผิวใบด้านบนในธรรมชาติ (ณ) 
ผิวใบด้านล่างในธรรมชาติเชื้อ                   

 
  

3.0X 
1.0mm 

1.5X 0.5mm 1.5X 0.5mm 1.5X 0.5mm 

1.5X 0.5mm 1.5X 0.5mm 

 

1.0cm 

 

1.0cm 

 

1.0cm 

 

1.0cm 

 

1.0cm 

 

1.0cm 

100X 
50.0µm 

100X 50.0µm 
100X 50.0µm 100X 50.0µm 

ก ข ค ง 

จ ฉ ช ซ 

ฌ ญ ฎ ฏ

ฐ ฑ ฒ ณ 

จ ฉ ช ซ 
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ตารางที่ 18  ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของหม้อข้าวหม้อแกงลิงที่เกิดความแปรปรวนทางพันธุกรรม
จากการขยายพันธุ์ด้วยเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 

 

สายต้น 
  ลักษณะ   

รูปร่างใบ ปลายใบ โคนใบ รูปทรงหม้อ ปากใบ 
C1 ปกติ คล้ายหาง ลิ่ม เหยือก กลม 
SC1_2 ปกติ เรียวแหลม ลิ่ม เหยือก กลม 
SC2_1-1 หงิก คล้ายหาง ลิ่ม เหยือก กลม 
SC2_2-2 หงิก เรียวแหลม ลิ่ม เหยือก กลม 
SC2_2-5 หงิก คล้ายหาง ลิ่ม เหยือก กลม 
SC2_2-6 หงิก คล้ายหาง ลิ่ม เหยือก กลม 
SC2_2-9 หงิก มน ลิ่ม เหยือก ร ี
SC2_2-10 หงิก เรียวแหลม ลิ่ม เหยือก กลม 
SC3_2-6-2 หงิก มน ลิ่ม เหยือก กลม 
C2 หงิก เรียวแหลม ลิ่ม เหยือก กลม 
SC1_1 หงิก คล้ายหาง ลิ่ม เหยือก กลม 
SC2_1-1 หงิก คล้ายหาง ลิ่ม เหยือก กลม 
SC2_1-2 หงิก เรียวแหลม ลิ่ม เหยือก กลม 
SC3_1-1-1 หงิก เรียวแหลม ลิ่ม เหยือก กลม 
SC3_1-1-2 หงิก คล้ายหาง ลิ่ม เหยือก กลม 
SC3_1-2-1 ปกติ เรียวแหลม ลิ่ม เหยือก กลม 
C3 หงิก เรียวแหลม ลิ่ม เหยือก ร ี
SC1_1 หงิก เรียวแหลม ลิ่ม เหยือก กลม 
SC2_1-2 หงิก เรียวแหลม ลิ่ม เหยือก ร ี
SC2_2-1 หงิก คล้ายหาง ลิ่ม เหยือก กลม 
SC2_2-2 หงิก เรียวแหลม ลิ่ม เหยือก ร ี
SC2_2-4 หงิก เรียวแหลม ลิ่ม เหยือก ร ี

หมายเหตุ  C (Clone) =  ต้นแม่ที่ใช้เปรียบเทียบกับยอดใหม่แต่ละสายต้น 
SC (Subculture) =  สายต้นที่มีการชักน ายอดใหม่จากชิ้นส่วนตาข้าง รุ่นที่ 1 (SC1)  

รุ่นที่ 2 (SC2) รุ่นที่ 3 (SC3) 
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ตารางที่ 18  ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของหม้อข้าวหม้อแกงลิงที่เกิดความแปรปรวนทางพันธุกรรม 
จากการขยายพันธุ์ด้วยเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ (ต่อ) 

 

สายต้น 
  ลักษณะ   

รูปร่างใบ ปลายใบ โคนใบ รูปทรงหม้อ ปากใบ 
C4 หงิก มน สอบเรียว เหยือก กลม 
SC1_1 หงิก เรียวแหลม ลิ่ม เหยือก กลม 
SC2_1-1 หงิก คล้ายหาง ลิ่ม เหยือก ร ี
SC2_1-4 หงิก เรียวแหลม ลิ่ม เหยือก กลม 
SC2_1-5 หงิก เรียวแหลม ลิ่ม เหยือก กลม 
SC3_1-1 ปกติ เรียวแหลม ลิ่ม เหยือก กลม 

 
หมายเหตุ  C (Clone) =  ต้นแม่ที่ใช้เปรียบเทียบกับยอดใหม่แต่ละสายต้น 

SC (Subculture) =  สายต้นที่มีการชักน ายอดใหม่จากชิ้นส่วนตาข้าง รุ่นที่ 1 (SC1)  
รุ่นที่ 2 (SC2) รุ่นที่ 3 (SC3) 
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ก 

ข 

ค 

ง 

จ 

ฉ 

   C1   SC1_2    SC2_1-1    SC2_2-2    SC2_2-5   SC2_2-6    SC2_2-9     SC2_2-10    SC3_2-6-2  

= 1 cm 

ก าลังขยาย 1.5 เท่า 
  = 5.0 mm 

ก าลังขยาย 1.5 เท่า 
  = 5.0 mm 

ก าลังขยาย 3 เท่า 
  = 1.0 mm 

ก าลังขยาย 100 เท่า 
  = 50.0 µm 

ก าลังขยาย 100 เท่า 
  = 50.0 µm 

ภาพที่ 23  ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของหม้อข้าวหม้อแกงลิงที่เกิดความแปรปรวนทางพันธุกรรมในสายต้นที่ 1  

  (ก) ลักษณะของรูปร่างใบ (ข) ปลายใบ  (ค) โคนใบ (ง) หม้อ (จ) ปากใบด้านบน (ฉ) ปากใบด้านล่าง  

หมายเหตุ  C (Clone) =  ต้นแม่ที่ใช้เปรียบเทียบกับยอดใหม่แต่ละสายต้น 

SC (Subculture) =  สายต้นที่มีการชักน ายอดใหม่จากชิ้นส่วนตาข้าง รุ่นที่ 1 (SC1) รุ่นที่ 2 (SC2) รุ่นที่ 3 (SC3) 
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ก 

ข 

ค 

ง 

จ 

ฉ 

   C2   SC1_1     SC2_1-1      SC2_1-2       SC3_1-1-1     SC3_1-1-2     SC3_1-2-1 

= 1 cm 

ก าลังขยาย 1.5 เท่า 
  = 5.0 mm 

ก าลังขยาย 1.5 เท่า 
  = 5.0 mm 

ก าลังขยาย 3 เท่า 
  = 1.0 mm 

ก าลังขยาย 100 เท่า 
  = 50.0 µm 

ก าลังขยาย 100 เท่า 
  = 50.0 µm 

ภาพที่ 24 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของหม้อข้าวหม้อแกงลิงที่เกิดความแปรปรวนทางพันธุกรรมในสายต้นที่ 2  
(ก) ลักษณะของรูปร่างใบ (ข) ปลายใบ (ค) โคนใบ (ง) หม้อ (จ) ปากใบด้านบน (ฉ)  ปากใบด้านล่าง  

หมายเหตุ  C (Clone) =  ต้นแม่ที่ใช้เปรียบเทียบกับยอดใหม่แต่ละสายต้น 

SC (Subculture) =  สายต้นที่มีการชักน ายอดใหม่จากชิ้นส่วนตาข้าง รุ่นที่ 1 (SC1) รุ่นที่ 2 (SC2) รุ่นที่ 3 (SC3) 
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ก 

ข 

ค 

ง 

จ 

ฉ 

      C3    SC1_1          SC2_1-2       SC2_2-1        SC2_2-2       SC2_2-2-4       

ภาพที่ 25 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของหม้อข้าวหม้อแกงลิงที่เกิดความแปรปรวนทางพันธุกรรมในสายต้นที่ 3  

(ก) ลักษณะของรูปร่างใบ  (ข) ปลายใบ (ค) โคนใบ (ง) หม้อ (จ) ปากใบด้านบน (ฉ) ปากใบด้านล่าง  

หมายเหตุ  C (Clone) =  ต้นแม่ที่ใช้เปรียบเทียบกับยอดใหม่แต่ละสายต้น 

SC (Subculture) =  สายต้นที่มีการชักน ายอดใหม่จากชิ้นส่วนตาข้าง รุ่นที่ 1 (SC1) รุ่นที่ 2 (SC2) รุ่นที่ 3 (SC3) 

 
 

= 1 cm 

ก าลังขยาย 1.5 เท่า 
  = 5.0 mm 

ก าลังขยาย 1.5 เท่า 
  = 5.0 mm 

ก าลังขยาย 3 เท่า 
  = 1.0 mm 

ก าลังขยาย 100 เท่า 
  = 50.0 µm 

 
ก าลังขยาย 100 เท่า 

  = 50.0 µm 
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ภาพท่ี 26 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของหม้อข้าวหม้อแกงลิงที่เกิดความแปรปรวนทางพันธุกรรมในสายต้นที่ 4  
(ก) ลักษณะของรูปร่างใบ (ข) ปลายใบ  (ค) โคนใบ (ง) หม้อ (จ) ปากใบด้านบน (ฉ) ปากใบด้านล่าง 

หมายเหตุ  C (Clone) =  ต้นแม่ที่ใช้เปรียบเทียบกับยอดใหม่แต่ละสายต้น 

SC (Subculture) =  สายต้นที่มีการชักน ายอดใหม่จากชิ้นส่วนตาข้าง รุ่นที่ 1 (SC1) รุ่นที่ 2 (SC2) รุ่นที่ 3 (SC3) 

 

= 1 cm 

ก าลังขยาย 1.5 เท่า 
  = 5.0 mm 

ก าลังขยาย 1.5 เท่า 
  = 5.0 mm 

ก าลังขยาย 3 เท่า 
  = 1.0 mm 

ก าลังขยาย 100 เท่า 
  = 50.0 µm 

 
ก าลังขยาย 100 เท่า 

  = 50.0 µm 
 

 C4 SC1_1          SC2_1-1        SC2_1-4       SC2_1-5         SC3_1-1        
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3.2.2.2 ความหนาแน่นปากใบ และขนาดปากใบ  
 
จากการตรวจสอบความหนาแน่นปากใบ และขนาดปากใบ พบว่า สายต้นที่ 1 ต้น

แม่มีความหนาแน่นของปากใบด้านบน 9.33±1.53 และด้านล่าง 48.33±1.53 ซึ่งมีค่าความหนาแน่น
ปากใบแตกต่างทางสถิติกับทั้ง 3 รุ่น ส่วนขนาดปากใบด้านบน ต้นแม่มีความยาวปากใบ 24.42±4.93 
ไมโครเมตร มีความแตกต่างทางสถิติกับรุ่นที่ 2 จ านวน 2 ต้น และมีความกว้างปากใบ 30.02±3.00 
ไมโครเมตร มีความแตกต่างทางสถิติกับทั้ง 3 รุ่น และขนาดปากใบด้านล่าง ต้นแม่มีความยาวปากใบ 
24.76±3.07 ไมโครเมตร มีความแตกต่างทางสถิติกับรุ่นที่ 2 จ านวน 1 ต้น และรุ่นที่ 3 จ านวน 1 ต้น 
และต้นแม่มีความกว้างใบ 27.96±2.57 ไมโครเมตร มีความแตกต่างทางสถิติกับรุ่นที่ 2 จ านวน 5 ต้น 
(ตารางท่ี 19) 

สายต้นที่ 2 ต้นแม่มีความหนาแน่นของปากใบด้านบน 8.00±3.00 และด้านล่าง 
25.33±2.52 ซึ่งมคีวามหนาแน่นปากใบน้อยกว่าทั้ง 3 รุ่น ส่วนขนาดปากใบด้านบน ต้นแม่มีความยาว
ปากใบ 21.88±1.61 ไมโครเมตร มีความแตกต่างทางสถิติกับรุ่นที่ 1 จ านวน 1 ต้น รุ่นที่ 2 จ านวน 2 
ต้น และรุ่นที่ 3 จ านวน  1 ต้น และต้นแม่มีความกว้างปากใบ 21.68±2.46 ไมโครเมตร ซึ่งมีความ
กว้างปากใบความแตกต่างทางสถิติกับทั้ง 3 รุ่น และขนาดปากใบด้านล่าง ต้นแม่มีความยาวปากใบ 
26.56±2.09 ไมโครเมตร มีความแตกต่างทางสถิติกับรุ่นที่ 2 จ านวน 1 ต้น และรุ่นที่ 3 จ านวน 3 ต้น 
และต้นแม่มีความกว้างปากใบ 25.27± 3.54 ไมโครเมตร ซึ่งมีความแตกต่างทางสถิติกับรุ่นที่ 2 
จ านวน 2 ต้น (ตารางท่ี 19) 

สายต้นที่ 3 ต้นแม่มีความหนาแน่นของปากใบด้านบน 4.67±0.58 มีความแตกต่าง
กับรุ่นที่ 2 จ านวน 1 ต้น และด้านล่าง 40.67±4.04 ซึ่งมีความแตกต่างทางสถิติกับรุ่นที่ 1 จ านวน 1 
ต้น และรุ่นที่ 3 จ านวน 3 ต้น ส่วนขนาดปากใบด้านบน ต้นแม่มีความยาวปากใบ 23.74±3.02 
ไมโครเมตร มีความแตกต่างทางสถิติกับรุ่นที่ 1 จ านวน 1 ต้น และต้นแม่มีความกว้างปากใบ 
20.73±1.96 ไมโครเมตร มีความแตกต่างทางสถิติกับรุ่นที่ 2 จ านวน 1 ต้น และขนาดปากใบด้านล่าง 
ต้นแม่มีความยาวปากใบ 21.42±0.83 ไมโครเมตร มีความแตกต่างทางสถิติกับรุ่นที่ 1 จ านวน 1 ต้น 
และ รุ่นที่ 2 จ านวน 1 ต้น และต้นแม่มีความกว้างปากใบ 22.97± 0.91 ไมโครเมตร ซึ่งมีความ
แตกต่างทางสถิตกิับรุ่นที่ 2 จ านวน 5 ต้น (ตารางท่ี 19) 

สายต้นที่ 4 ต้นแม่มีความหนาแน่นของปากใบด้านบน 6.67±1.53 มีความแตกต่าง
ทางสถิติกับรุ่นที่ 1 จ านวน 1 ต้น และด้านล่าง 27.67±1.15 รุ่นที่ 1 จ านวน 1 ต้น และรุ่นที่ 2 
จ านวน 1 ต้น ส่วนขนาดปากใบด้านบน ต้นแม่มีความยาวปากใบ 21.53±3.11 ไมโครเมตร มีความ
แตกต่างทางสถิตกิับรุ่นที่ 1 จ านวน 1 ต้น รุ่นที่ 2 จ านวน 2 ต้น และรุ่นที่ 3 จ านวน 1 ต้น และต้นแม่
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มีความกว้างปากใบ 20.17±2.62 ไมโครเมตร มีความแตกต่างทางสถิติกับรุ่นที่ 3 จ านวน 1 ต้น และ
ขนาดปากใบด้านล่าง ต้นแม่มีความยาวปากใบ 20.14±171 ไมโครเมตร และความกว้างปากใบ 
19.61± 1.86 ไมโครเมตร ซึ่งมีค่าความยาวและความกว้างปากใบน้อยกว่าทั้ง 3 รุ่น (ตารางที่ 19) 
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 ตารางท่ี 19 ความหนาแน่นปากใบ และขนาดปากใบ ของหม้อข้าวหม้อแกงลิงที่ขยายพันธุ์ด้วยเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ  

 
หมายเหตุ  C (Clone) =  ต้นแม่ที่ใช้เปรียบเทียบกับยอดใหม่แต่ละสายต้น 

SC (Subculture) =  สายต้นที่มีการชักน ายอดใหม่จากชิ้นส่วนตาข้าง รุ่นที่ 1 (SC1) รุ่นที่ 2 (SC2) รุ่นที่ 3 (SC3) 
 



ตัวอย่าง 
ความหนาแน่นของปากใบ

ด้านบน 
(ปากใบ/ตร.มม.) 

ความหนาแน่นของ
ปากใบด้านล่าง 
(ปากใบ/ตร.มม.) 

ขนาดปากใบด้านบน ขนาดปากใบด้านล่าง 
ความยาว 

(µm) 
ความกว้าง 

(µm) 
ความยาว 

(µm) 
ความกว้าง 

(µm) 
C1 9.33±1.53b 48.33±1.53bc 24.42±4.93ab 30.02±3.00a 24.76±3.07bc 27.96±2.57b 
SC1_2 6.67±1.53cd 30.67±2.52de 23.92±2.21b 24.79±2.01cd 26.95±2.43ab 26.45±3.18bc 
SC2_1-1 3.67±1.16e 34.00±2.00d 25.31±2.94ab 22.16±2.64e 25.77±1.68abc 24.72±2.28c 
SC2_2-2 6.33±1.53cd 31.33±2.08de 20.75±1.75c 22.01±2.31e 24.62±2.77bc 24.29±1.96c 
SC2_2-5 5.33±1.53de 49.67±1.53b 23.19±1.52bc 22.63±1.93de 23.80±2.09c 25.21±1.85c 
SC2_2-6 3.67±0.58e 29.00±2.00e 25.78±2.33ab 26.78±2.80bc 26.45±1.84ab 30.59±3.30a 
SC2_2-9 5.67±0.58de 55.33±3.51a 20.84±2.00c 19.75±1.57f 20.79±3.07d 18.45±3.12d 
SC2_2-10 8.00±1.00bc 45.33±2.52c 24.41±2.11ab 23.9±2.16de 26.93±2.56ab 26.66±2.11bc 
SC3_2-6-2 13.67±0.58a 44.67±2.89c 26.84±3.07a 28.32±2.87ab 27.66±2.29a 25.48±2.30bc 
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ตารางที่ 19 ความหนาแน่นปากใบ และขนาดปากใบ ของหม้อข้าวหม้อแกงลิงที่ขยายพันธุ์ด้วยเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ (ต่อ)  

 

หมายเหตุ  C (Clone) =  ต้นแม่ที่ใช้เปรียบเทียบกับยอดใหม่แต่ละสายต้น 
SC (Subculture) =  สายต้นที่มีการชักน ายอดใหม่จากชิ้นส่วนตาข้าง รุ่นที่ 1 (SC1) รุ่นที่ 2 (SC2) รุ่นที่ 3 (SC3) 

ตัวอย่าง 
ความหนาแน่นของ

ปากใบด้านบน 
(ปากใบ/ตร.มม.) 

ความหนาแน่นของ
ปากใบด้านล่าง 
(ปากใบ/ตร.มม.) 

ขนาดปากใบด้านบน ขนาดปากใบด้านล่าง 
ความยาว 

(µm) 
ความกว้าง 

(µm) 
ความยาว 

(µm) 
ความกว้าง 

(µm) 
C2 8.00±3.00cd 25.33±2.52c 21.88±1.61c 21.68±2.46d 26.56±2.09a 25.27±3.54cd 
SC1_1 15.33±1.53a 44.00±2.65b 25.49±2.07a 24.46±3.76c 25.40±2.05ab 23.66±3.11d 
SC2_1-1 7.67±0.58cd 25.00±3.00c 25.22±1.78a 28.63±3.12ab 26.95±1.83a 29.52±1.94a 
SC2_1-2 11.33±0.58b 49.67±1.53a 25.5±1.84a 29.62±3.00a 23.31±1.68c 28.25±2.92ab 
SC3_1-1-1 10.00±1.00bc 41.67±3.06b 23.01±2.67c 24.84±2.40c 22.67±1.88c 27.11±1.39abc 
SC3_1-1-2 6.33±0.58d 26.00±2.00c 23.11±1.65c 26.35±2.85bc 24.46±2.53bc 27.07±2.65abc 
SC3_1-2-1 7.00±1.00d 44.33±3.06b 23.54±2.74ab 25.27±3.57c 23.22±1.78c 25.79±3.32bcd 
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ตารางที่ 19 ความหนาแน่นปากใบ และขนาดปากใบ ของหม้อข้าวหม้อแกงลิงที่ขยายพันธุ์ด้วยเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ (ต่อ)  

 

 
หมายเหตุ  C (Clone) =  ต้นแม่ที่ใช้เปรียบเทียบกับยอดใหม่แต่ละสายต้น 

SC (Subculture) =  สายต้นที่มีการชักน ายอดใหม่จากชิ้นส่วนตาข้าง รุ่นที่ 1 (SC1) รุ่นที่ 2 (SC2) รุ่นที่ 3 (SC3) 

 

 

 

ตัวอย่าง 
ความหนาแน่นของ

ปากใบด้านบน 
(ปากใบ/ตร.มม.) 

ความหนาแน่นของ
ปากใบด้านล่าง 
(ปากใบ/ตร.มม.) 

ขนาดปากใบด้านบน ขนาดปากใบด้านล่าง 
ความยาว 

(µm) 
ความกว้าง 

(µm) 
ความยาว 

(µm) 
ความกว้าง 

(µm) 
C3 4.67±0.58b 40.67±4.04bc 23.74±3.02a 20.73±1.96b 21.42±0.83c 22.97±0.91b 
SC1_1 4.67±1.53b 23.33±4.73e 22.06±3.52a 21.53±2.71b 23.93±2.23b 22.79±1.69b 
SC2_1-2 6.00±1.73ab 36.33±1.53cd 18.54±3.60b 19.67±2.44b 18.23±1.45d 17.83±1.43d 
SC2_2-1 6.00±1.00ab 34.33±3.21d 23.51±2.53a 26.93±3.48a 26.02±2.75a 26.65±2.65a 
SC2_2-2 6.33±0.58ab 52.67±1.53a 21.80±2.22a 21.36±2.63b 21.53±2.40c 20.95±1.16c 
SC2_2-4 7.33±0.58a 53.67±2.51a 21.70±2.03a 21.92±1.39b 21.93±2.14c 20.03±1.79c 
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ตารางที่ 19 ความหนาแน่นปากใบ และขนาดปากใบ ของหม้อข้าวหม้อแกงลิงที่ขยายพันธุ์ด้วยเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ (ต่อ) 

 
หมายเหตุ  C (Clone) =  ต้นแม่ที่ใช้เปรียบเทียบกับยอดใหม่แต่ละสายต้น 

SC (Subculture) =  สายต้นที่มีการชักน ายอดใหม่จากชิ้นส่วนตาข้าง รุ่นที่ 1 (SC1) รุ่นที่ 2 (SC2) รุ่นที่ 3 (SC3) 

ตัวอย่าง 
ความหนาแน่นของ

ปากใบด้านบน 
(ปากใบ/ตร.มม.) 

ความหนาแน่นของ
ปากใบด้านล่าง 
(ปากใบ/ตร.มม.) 

ขนาดปากใบด้านบน ขนาดปากใบด้านล่าง 
ความยาว 

(µm) 
ความกว้าง 

(µm) 
ความยาว 

(µm) 
ความกว้าง 

(µm) 
C4 6.67±1.53b 27.67±1.15cd 21.53±3.11bc 20.17±2.62b 20.14±1.71d 19.61±1.86b 
SC1_1 11.33±1.15a 32.00±2.65b 23.97±2.38a 22.32±2.56ab 26.01±2.27ab 23.41±1.32a 
SC2_1-1 6.67±0.58b 25.67±2.31d 20.50±1.49c 20.92±1.89b 23.87±1.96c 23.49±1.36a 
SC2_1-4 7.67±1.15b 37.00±2.00a 22.67±2.44ab 22.39±1.92ab 23.73±1.31c 23.10±1.85a 
SC2_1-5 7.33±0.58b 30.00±1.00bc 24.57±1.05a 21.69±1.76ab 24.75±3.20bc 24.36±2.64a 
SC3_1-1-1 8.67±1.53b 30.67±1.15bc 24.19±1.71a 23.27±2.74a 26.90±1.36a 23.85±2.41a 
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3.2.3 การศึกษาลักษณะทางสรีรวิทยาของต้นหม้อข้าวหม้อแกงลิง  
N. mirabilis 

 
3.2.3.1 ค่าความเขียวใบ 
 

จากการตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยาด้วยการวัดค่าความเขียวใบ พบว่า สาย
ต้นที่ 1 มีค่าความเขียวใบของต้นแม่ 44.60±10.06 SPAD-unit ซึ่งไม่แตกต่างทางสถิติกับรุ่นที่ 1 ต้น 
SC1_2 มีค่าความเขียว 41.13±5.90 SPAD-unit รุ่นที่ 2 ต้น SC2_1-1  SC2_2-2  SC2_2-9  และ  
SC2_2-10  มีค่าความเขียว 41.20±2.00   47.97±0.42   44.67±3.34   และ   46.47±3.57 SPAD-
unit ตามล าดับ รุ่นที่ 3 ต้น SC3_2-6-2 มีค่าความเขียว 35.67±2.82 SPAD-unit ขณะที่มีความ
แตกต่างทางสถิติกับรุ่นที่ 2 ต้น SC2_2-5 และ SC2_2-6 มีค่าความเขียว 57.73±5.00 และ 
58.10±5.02 SPAD-unit ตามล าดับ โดยรุ่นที่ 1 ตรวจพบความแปรปรวนทางพันธุกรรมด้วย
เครื่องหมาย ISSR รุ่นที่ 2 ตรวจพบความแปรปรวนทางพันธุกรรมด้วยเครื่องหมาย RAPD ISSR และ 
SSR และรุ่นที่ 3 ตรวจพบความแปรปรวนทางพันธุกรรมด้วยเครื่องหมาย RAPD (ตารางท่ี 20) 

การวัดค่าความเขียวใบในสายต้นที่ 2 พบว่า ต้นแม่มีค่าความเขียวใบ 55.83±9.86 
SPAD-unit ซึ่งไม่แตกต่างทางสถิติกับรุ่นที่ 1 ต้น SC1_1 มีค่าความเขียวใบ 58.87±3.17 SPAD-unit 
รุ่นที่ 2 ต้น SC2_1-1 และ SC2_1-2 มีค่าความเขียวใบ 56.57±4.01 และ 58.37±6.90 SPAD-unit 
ตามล าดับ รุ่นที่ 3 ต้น SC3_1-1-1 และ SC3_1-1-2 มีค่าความเขียวใบ 46.77±7.96 และ 49.30±2.00 
SPAD-unit ตามล าดับ ขณะที่มีความแตกต่างทางสถิติกับรุ่นที่ 3 ต้น SC3_1-2-1 มีค่าความเขียวใบ 
37.63±4.68 SPAD-unit โดยรุ่นที่ 1 และรุ่นที่ 2 ตรวจพบความแปรปรวนทางพันธุกรรมด้วย
เครื่องหมาย ISSR และรุ่นที่ 3 ตรวจพบความแปรปรวนทางพันธุกรรมด้วยเครื่องหมาย ISSR และ 
SSR (ตารางท่ี 20) 

ส่วนในสายต้นที่ 3 พบว่า ต้นแม่มีค่าความเขียวใบ 49.33±2.16 SPAD-unit ซึ่งไม่
แตกต่างทางสถิติกับรุ่นที่ 2 ต้น SC2_2-1  SC2_2-2 และ SC2_2-4 มีค่าความเขียวใบ 39.60±13.18  
47.27±0.95  และ  57.60±3.39 SPAD-unit ตามล าดับ ขณะที่มีความแตกต่างทางสถิติกับรุ่นที่ 1 ต้น 

SC1_1 มีค่าความเขียวใบ 35.60±6.74 SPAD-unit รุ่นที่ 2 ต้น SC2_1-2 มีค่าความเขียวใบ 
28.90±1.49 SPAD-unit โดยทั้ง 3 รุ่น ตรวจพบความแปรปรวนทางพันธุกรรมด้วยเครื่องหมาย SSR 
(ตารางท่ี 20) 

และสายต้นที่ 4 พบว่า ต้นแม่มีค่าความเขียวใบ 41.77±5.28 SPAD-unit ซึ่งไม่
แตกต่างทางสถิติกับรุ่นที่ 1 ต้น SC1_1 มีค่าความเขียวใบ 38.17±5.78 SPAD-unit รุ่นที่ 2 ต้น 
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SC2_1-1  SC2_1-4  และ  SC2_1-5 มีค่าความเขียวใบ 49.80±2.15  36.63±6.25  และ  
37.57±1.37 SPAD-unit ตามล าดับ รุ่นที่ 3 ต้น SC3_1-1-1 มีค่าความเขียวใบ 47.50±2.80  
SPAD-unit โดยรุ่นที่ 1 ตรวจพบความแปรปรวนทางพันธุกรรมด้วยเครื่องหมาย ISSR และ SSR รุ่นที่ 
2 และ 3 ตรวจพบความแปรปรวนทางพันธุกรรมด้วยเครื่องหมาย RAPD และ SSR (ตารางท่ี 20) 
 
ตารางท่ี 20 ค่าความเขียวใบของหม้อข้าวหม้อแกงลิงที่ขยายพันธุ์ด้วยเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
 

ตัวอย่าง ความเขียวใบ (SPAD unit) 
C1 44.60±10.06bc 
SC1_2 41.13±5.90bc 
SC2_1-1 41.20±2.00bc 
SC2_2-2 47.97±0.42b 
SC2_2-5 57.73±5.00a 
SC2_2-6 58.10±5.02a 
SC2_2-9 44.67±3.34bc 
SC2_2-10 46.47±3.57b 
SC3_2-6-2 35.67±2.82c 
C2 55.83±9.86ab 
SC1_1 58.87±3.17a 
SC2_1-1 56.57±4.01ab 
SC2_1-2 58.37±6.90ab 
SC3_1-1-1 46.77±7.96bc 
SC3_1-1-2 49.30±2.00ab 
SC3_1-2-1 37.63±4.68c 

 
หมายเหตุ  C (Clone) =  ต้นแม่ที่ใช้เปรียบเทียบกับยอดใหม่แต่ละสายต้น 

SC (Subculture) =  สายต้นที่มีการชักน ายอดใหม่จากชิ้นส่วนตาข้าง รุ่นที่ 1 (SC1)  
รุ่นที่ 2 (SC2) รุ่นที่ 3 (SC3) 
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ตารางท่ี 20 ค่าความเขียวใบของหม้อข้าวหม้อแกงลิงที่ขยายพันธุ์ด้วยเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
(ต่อ) 

 
ตัวอย่าง ความเขียวใบ (SPAD unit) 
C3 49.33±2.16ab 
SC1_1 35.60±6.74cd 
SC2_1-2 28.90±1.49d 
SC2_2-1 39.60±13.18bcd 
SC2_2-2 47.27±0.95abc 
SC2_2-4 57.60±3.39a 
C4 41.77±5.28ab 
SC1_1 38.17±5.78b 
SC2_1-1 49.80±2.15a 
SC2_1-4 36.63±6.25b 
SC2_1-5 37.57±1.37b 
SC3_1-1-1 47.50±2.80a 

 
หมายเหตุ  C (Clone) =  ต้นแม่ที่ใช้เปรียบเทียบกับยอดใหม่แต่ละสายต้น 

SC (Subculture) =  สายต้นที่มีการชักน ายอดใหม่จากชิ้นส่วนตาข้าง รุ่นที่ 1 (SC1)  
รุ่นที่ 2 (SC2) รุ่นที่ 3 (SC3) 
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บทที ่4 
 

บทวิจารณ์ (Discussion) 
 

จากการฟอกฆ่าเชื้อชิ้นส่วนเมล็ด ใบ และข้อ หม้อข้าวหม้อแกงลิงด้วยสารละลาย 

ไฮเตอร์ แสดงให้เห็นว่า ชิ้นส่วนที่แตกต่างกันมีการใช้ไฮเตอร์ที่ความเข้มข้นแตกต่างกันเพ่ือให้ชิ้นส่วน

ปราศจากจุลินทรีย์และมีการรอดชีวิตสูง ชิ้นส่วนข้อมีเนื้อเยื่อหนา มีซอกยากต่อการฟอกฆ่าเชื้อ 

นอกจากนี้ชิ้นส่วนอาจมีเชื้อราเอนโดไฟต์ภายในพืช ซึ่งเป็นอุปสรรคส าคัญที่ไม่สามารถหลีกเลี่ยงได้ 

(Gong and Guo, 2009;Mohamed et al., 2010) จึงต้องใช้สารฟอกฆ่าเชื้อที่ความเข้มข้นสูง 50 

เปอร์เซ็นต์ คิดเป็นโซเดียมไฮโปคลอไรท์ความเข้มข้น 3.0 เปอร์เซ็นต์ ท าให้ชิ้นส่วนมีการปลอดเชื้อ แต่

พบว่า ชิ้นส่วนข้อเป็นสีน้ าตาลทั้งชิ้น และตายทั้งหมด เช่นเดียวกับชิ้นส่วนใบ เนื่องจากการฟอกฆ่าเชื้อ

ชิ้นส่วนมีการสัมผัสกับสารฟอกฆ่าเชื้อที่มีโซเดียมไฮโปคลอไรท์เป็นองค์ประกอบ เมื่อเกิดน้ าออกซิไดซ์ 

จะแตกตัวให้โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) และกรดไฮโปคลอรัส (HOCl) ที่มีผลต่อเยื้อหุ้มเซลล์ จึง 

ท าให้เนื้อเยื่อเกิดความเสียหาย และไม่สามารถพัฒนาได้ (มณฑล และคณะ, 2554) เช่นเดียวกับ

รายงานของ ภพเก้า และคณะ (2554) ที่รายงานว่า การฟอกฆ่าเชื้อชิ้นส่วนพืชด้วยคลอร็อกซ์ความ

เข้มข้นสูง 30 เปอร์เซ็นต์ หรือคิดเป็นโซเดียมไฮโปคลอไรท์ 2.48 เปอร์เซ็นต์ มีการปนเปื้อนลดลง 

ขณะที่ชิ้นส่วนถูกท าลายมีลักษณะเป็นสีน้ าตาล ช้ า และตาย จากรายงานของ นฤพร (2541) กล่าวว่า 

การใช้คลอร็อกซ์ความเข้มข้นสูงตั้งแต่ 20 เปอร์เซ็นต์ หรือคิดเป็นโซเดียมไฮโปคลอไรท์ 1.65 

เปอร์เซ็นต์ ขึ้นไปจะไม่สามารถท าให้เนื้อเยื่อเจริญเติบโตได้ ส่วนการฟอกฆ่าเชื้อชิ้นส่วนฝัก เนื่องจาก

ส่วนของฝักมีขนอ่อนปกคลุม ท าให้ยากต่อการฟอกฆ่าเชื้อ จึงต้องใช้สารฟอกฆ่าเชื้อความเข้มข้นสูง

อย่างไรก็ตามหากฝักมีรอยแตกในขั้นตอนการฟอกฆ่าเชื้อ เมล็ดอาจสัมผัสกับสารฟอกฆ่าเชื้อโดยตรง 

ท าให้ส่งผลต่อการรอดชีวิต  การงอก และ จ านวนใบ ที่ลดลงเมื่อใช้สารฟอกฆ่าเชื้อความเข้มข้นสูงขึ้น 

จากรายงายของ Racoppi ในปี 1990 ได้กล่าวว่า การใช้สารฟอกฆ่าเชื้อที่มีโซเดียมไฮโปคลอไรท์ที่มี

ความเข้มข้นสูงเป็นระยะเวลานานมีผลเสียต่อการงอกของเมล็ด การเจริญเติบโตของต้น และการเกิด

ยอด (Allan, 1991; Pierik, 1987)  

ดังนั้นจึงเห็นได้ว่า ชนิดของเนื้อเยื่อพืชมีความส าคัญในการฟอกฆ่าเชื้อ ชิ้นส่วนพืชที่

หนาและแข็งอาจต้องใช้สารฟอกฆ่าเชื้อที่ความเข้มข้นสูงและเวลาในการฟอกนาน ส่วนชิ้นส่วนพืชที่
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บางและอ่อนอาจใช้สารฆ่าเชื้อความเข้มข้นน้อยและลดเวลาในการฟอก (บุญยืน, 2547) นอกจากนี้ 

ต้นพันธุ์แต่ละชนิดมีความทนต่อสารฟอกฆ่าเชื้อที่แตกต่างกัน การฟอกฆ่าเชื้อพืชจากธรรมชาติจึง

จ าเป็นต้องศึกษาความเข้มข้นของสารฟอกฆ่าเชื้อที่เหมาะสมต่อชนิดของชิ้นส่วนพืชและต้นพันธุ์ 

(ทิพวรรณ และคณะ, 2555) ประสิทธิภาพในการฟอกฆ่าเชื้อจึงขึ้นอยู่กับชนิดของสารฟอกฆ่าเชื้อ 

ความเข้มข้น และระยะเวลาที่เหมาะสม ซึ่งการศึกษานี้ได้แสดงให้เห็นว่า สารละลายไฮเตอร์สามารถ

น ามาใช้ฟอกฆ่าเชื้อเมล็ด หม้อข้าวหม้อแกงลิงให้ปราศจากจุลินทรีย์ได้อย่างมีประสิทธิภาพ  

การสกัดดีเอ็นเอหม้อข้าวหม้อแกงลิง โดยวิธีดัดแปลงของ Dolye and Dolye 

พบว่า    ดีเอ็นเอมีคุณภาพอยู่ในช่วง 1.42 ถึง 2.22 และมีปริมาณดีเอ็นเออยู่ในช่วง 209.9 ถึง 

1553.2 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร แต่ในบางตัวอย่างดีเอ็นเอที่ได้มีคุณภาพและปริมาณค่อนข้างต่ า 

เนื่องจากหม้อข้าวหม้อแกงลิงมีสารกลุ่มฟลาโวนอยด์ (flavonoids) เทอร์พีนอยด์ (terpenoids)  

แทนนิน (tannins) แอลคาลอยด์ (alkaloids) และสารทุติยภูมิอ่ืนๆ (Sanusi et al., 2017)  ที่ส่งผล

ให้ดีเอ็นเอที่สกัดได้มีการปนเปื้อนสารเหล่านี้ในปริมาณสูง ส่งผลให้ดีเอ็นเอมีความบริสุทธิ์น้อย 

(เบญจมาศ และคณะ, 2559) ดังนั้นอาจเพ่ิมประสิทธิภาพของวิธีการสกัดดีเอ็นเอโดยการใช้โพลิไวนิล

ไพโรลิโดน (polyvinyl pyrrolidone) ร่วมกับซิทิลไตรเมทธิลแอมโมเนียมโบรไมด์ (CTAB) เพ่ือลด

สารทุติยภูมิ เช่น สารประกอบฟีนอล และโพลีแซคคาไรด์ ซึ่งเป็นสารที่รบกวนปฏิกิริยาการท างานของ

เอนไซม์ในเทคนิคทางชีวโมเลกุล (Mathew et al, 2014)  

ส่วนผลการตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมของหม้อข้าวหม้อแกงลิงที่

ขยายพันธุ์ในสภาพปลอดเชื้อจ านวน 3 รุ่น เปรียบเทียบกับต้นแม่ พบว่า เทคนิคอาร์เอพีดีพบความ

แปรปรวนทางพันธุกรรมในรุ่นที่ 2 และ 3 เทคนิคไอเอสเอสอาร์และเอสเอสอาร์พบความแปรปรวน

ทางพันธุกรรมในทุกรุ่น โดยความแปรปรวนทางพันธุกรรมที่เกิดขึ้นอาจถูกชักน าจากการย้ายเลี้ยงเป็น

ระยะเวลานาน (Rani and Raina, 2000) จ านวนครั้งจากการย้ายเลี้ยง (Borse et al., 2011) และ

การย้ายเลี้ยงอย่างต่อเนื่องมีผลต่อความเสถียรทางพันธุกรรม (Zayova et al., 2010) ซึ่งมีหลาย

รายงานที่แสดงให้เห็นว่า จ านวนครั้งที่ย้ายเลี้ยงมีผลต่อการเกิดความแปรปรวนทางพันธุกรรม เช่น 

จากรายงานของ Khan et al. (2011) ที่ขยายพันธุ์กล้วยด้วยเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ พบว่า

หลังจากการย้ายเลี้ยงจ านวน 8 รุ่น มีความแปรปรวนทางพันธุกรรมเกิดขึ้น  ส่วนรายงานของ 

Farahani และคณะ (2011) เมื่อเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อมะกอกจากชิ้นส่วนข้อปล้อง โดยมีการย้ายเลี้ยง

เนื้อเยื่อจ านวน 7 รุ่น พบว่า ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของมะกอกมีความแตกต่างจากต้นพ่อแม่อย่าง
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มีนัยส าคัญ เมื่อยืนยันผลที่เกิดข้ึนด้วยเทคนิคอาร์เอพีดี พบว่า มีความแปรปรวนทางพันธุกรมในระดับ

ดีเอ็นเอ ทั้งนี ้Rival et al. (2013) พบว่า การขยายพันธุ์พืชด้วยเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อชักน าให้

เกิด DNA hypermethylation ซึ่งเกี่ยวข้องกับกระบวนการ DNA methylation ที่เป็นการ

เปลี่ยนแปลงทางอิพิเจนีติก ส่งผลให้การแสดงออกของยีนลดลงหรือเพ่ิมขึ้น ส่วนปัจจัยจากสภาพการ

เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ ได้แก่ อุณหภูมิ แสง และอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ อาจมีอิทธิพลต่อการแบ่งเซลล์

ภายในพืช จึงเป็นสาเหตุหนึ่งที่อาจท าให้เกิดความแปรปรวนทางพันธุกรรม (Nwauzoma and Juja, 

2013) 

จากการศึกษาพบความแปรปรวนทางพันธุกรรมตั้งแต่รุ่นที่ 1 เช่นเดียวกับรายงาน

ของ Devi และคณะ (2014) ที่ตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมของหม้อข้าวหม้อแกงลิง  

N. khasiana ด้วยเทคนิค RAPD และ ISSR พบความแปรปรวนทางพันธุกรรมของ 

ต้นหม้อข้าวหม้อแกงลิงในรุ่นที่ 1-3 ที่ขยายพันธุ์ด้วยการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ  นอกจากนี้ในการ

ตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมของวนิลาในสภาพปลอดเชื้อที่มีการย้ายเลี้ยงจ านวน 10 รุ่น 

พบความแปรปรวนทางพันธุกรรมในการย้ายเลี้ยงตั้งแต่ครั้งที่ 1 โดยมีความแปรปรวนทางพันธุกรรม

เพ่ิมขึ้น เมื่อย้ายเลี้ยงจ านวน 6-10 ครั้ง แสดงให้เห็นว่าจ านวนครั้งในการย้ายเลี้ยงที่เพ่ิมขึ้น ชักน าให้

เกิดความแปรปรวนทางพันธุกรรมเพ่ิมขึ้น (Solano et al., 2019) ซึ่งในบางสายต้นที่เกิดความ

แปรปรวนทางพันธุกรรมในรุ่นเดียวกัน อาจเกิดจากการกลายพันธุ์ของเซลล์ร่างกายที่เรียกว่า  

ไคเมอร่า (chimera) เนื่องจากมียอดเพียงบางชิ้นส่วนที่มีพันธุกรรมเปลี่ยนแปลงไป จากการศึกษาพบ

ความแปรปรวนทางพันธุกรรมที่เกิดขึ้นมีการเปลี่ยนกลับในรุ่นที่ 3 ในขณะที่บางต้นไม่มีการเปลี่ยน

กลับ แสดงให้เห็นว่าลักษณะที่เกิดขึ้นเป็นการเปลี่ยนแปลงแบบอิพิเจนีติก เนื่องจากการเปลี่ยนแปลง

แบบอิพิเจนีติกที่เกิดจากกระบวนการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ เกิดจากการกระตุ้นการท างานของยีนที่

เคลื่อนที่ได้ (transposon) การเปลี่ยนแปลงเหล่านี้จึงไม่เสถียรและสามารถย้อนกลับได้  

(Kaeppler et al., 2000)  

นอกจากนี้ในการศึกษาความแปรปรวนทางพันธุกรรมของต้นหม้อข้าวหม้อแกงลิง

ด้วยเทคนิคอาร์เอพีดี พบว่า มีค่า PIC อยู่ระหว่าง 0.00 ถึง 0.47 มีค่าเฉลี่ย 0.22 ส่วนเทคนิค 

ไอเอสเอสอาร์ มีค่า PIC อยู่ระหว่าง 0.00 ถึง 0.39 มีค่าเฉลี่ย 0.18 และเทคนิคเอสเอสอาร์มีค่า PIC 

อยู่ระหว่าง 0.00 ถึง 0.41 มีค่าเฉลี่ย 0.14 โดยค่า PIC จากไพรเมอร์ที่ให้ความสามารถในการจ าแนก

ความแตกต่างในระดับสูงจะมีค่า PIC มากกว่า 0.50 ไพรเมอร์ที่ให้ความสามารถในการจ าแนกความ
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แตกต่างในระดับกลางจะมีค่า PIC อยู่ระหว่าง 0.25 ถึง 0.50 และไพรเมอร์ที่ให้ความสามารถในการ

จ าแนกความแตกต่างในระดับน้อยจะมีค่า PIC น้อยกว่า 0.25 (Yu et al., 2012) อย่างไรก็ตามการ

ตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมด้วยเครื่องหมายโมเลกุลที่มีค่า PIC น้อยกว่า 0.25 มีรายงาน

การใช้ในการตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมของพืชที่ขยายพันธุ์ด้วยเทคนิคการเพาะเลี้ยง

เนื้อเยื่อพืชได้ เช่น การตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมของตะไคร้หอมที่มีการเจริญเติบโต

ผ่านแคลลัส เมื่อตรวจสอบด้วยเทคนิคอาร์เอพีดีจ านวน 18 ไพรเมอร์ มีจ านวน 10 ไพรเมอร์ที่พบ

ความแปรปรวนทางพันธุกรรม โดยมีค่า PIC เฉลี่ย 0.20 (Dey et al., 2014) นอกจากนี้ในการ

ตรวจสอบความหลากหลายทางพันธุกรรมของข้าวสาลีด้วยเทคนิคไอเอสเอสอาร์จ านวน 60 ไพรเมอร์ 

มีจ านวน 18 ไพรเมอร์ ที่สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้ โดยมีค่า PIC เฉลี่ย 0.10 และเทคนิค 

อาร์เอพีดีจ านวน 20 ไพรเมอร์ มีจ านวน 12 ไพรเมอร์ ที่สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้ โดยมีค่า PIC 

เฉลี่ย 0.15 (Khaled et al., 2015) โดยค่า PIC เป็นค่าที่สามารถบ่งบอกถึงการเกิดความแปรปรวน

ทางพันธุกรรม จากการศึกษา พบว่า ต้นหม้อข้าวหม้อแกงลิงที่ขยายพันธุ์ในสภาพปลอดเชื้อเกิดความ

แปรปรวนทางพันธุกรรม มีค่า PIC น้อยกว่า 0.25 แสดงให้เห็นว่าเกิดความแปรปรวนทางพันธุกรรมที่

น้อย การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อจึงสามารถน ามาใช้ในการขยายพันธุ์หม้อข้าวหม้อแกงลิงได้  

เมื่อน าต้นที่เกิดความแปรปรวนทางพันธุกรรมมาตรวจสอบลักษณะทางสัณฐาน

วิทยา พบว่า ต้นหม้อข้าวหม้อแกงลิงในสภาพปลอดเชื้อมีลักษณะใบหงิก ปลายใบและโคนใบ 

แตกต่างจากหม้อข้าวหม้อแกงลิงในธรรมชาติที่มีขอบใบเป็นคลื่น ปลายใบแบบเรียวแหลม และโคนใบ

แบบลิ่ม อีกทั้งลักษณะของปากใบต้นหม้อข้าวหม้อแกงลิงในธรรมชาติมีลักษณะของเซลล์คุมที่ชัด และไม่

พบปากใบด้านบน ในขณะที่ต้นหม้อข้าวหม้อแกงลิงในสภาพปลอดเชื้อพบปากใบทั้งด้านบนและ

ด้านล่าง นอกจากนี้พบว่า พืชที่เจริญเติบโตในสภาพปลอดเชื้อมีจ านวนปากใบมากกว่าพืชที่มีการ

เจริญเติบโตในสภาพธรรมชาติ ซึ่งเป็นผลมาจากสภาวะการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชมีความชื้นสัมพัทธ์สูง 

และองค์ประกอบของอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อที่มีน้ าตาลเป็นแหล่งคาร์บอนท าให้พืชมีการสังเคราะห์

แสงได้น้อย (Rodrigues et al., 2014) อีกทั้งพืชที่มีการเจริญเติบโตในสภาพปลอดเชื้อ จะมีชั้นไขผึ้ง 

(cuticle layer) บริเวณผิวใบด้านบนน้อยกว่าพืชที่ขึ้นในสภาพธรรมชาติซึ่งมีชั้นไขผึ้งที่หนา จึงท าให้

ผิวใบด้านบนมีจ านวนปากใบน้อย หรือไม่พบปากใบด้านบนในพืชบางชนิด (กาญจนรี และคณะ, 

2559) อย่างไรก็ตามต้นหม้อข้าวหม้อแกงลิงที่ขยายพันธุ์ด้วยเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อและ

ตรวจสอบด้วยเครื่องหมายโมเลกุลแล้วพบความแปรปรวนมีลักษณะของรูปร่างใบ ปลายใบ และ 
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ปากใบที่แตกต่างจากต้นแม่ในสภาพปลอดเชื้อ ในขณะที่ลักษณะโคนใบและลักษณะหม้อรูปเหยือกไม่

แตกต่างจากต้นแม่ในสภาพปลอดเชื้อ ซึ่งเมื่อวิเคราะห์ความหนาแน่นปากใบ ความกว้างปากใบ และ

ความยาวปากใบ พบความแตกต่างจากต้นแม่อย่างมีนัยส าคัญ และมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ

ปากใบและขนาดปากใบเพ่ิมข้ึนในสายต้นที่ 1 และ 3 ส่วนสายต้นที่ 2 และ 4 มีปากใบและขนาดปาก

ใบลดลง โดยความแตกต่างที่เกิดขึ้นจะบ่งบอกถึงการเปลี่ยนแปลงในระดับจีโนไทป์และฟีโนไทป์ 

เช่นเดียวกับรายงานการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อสตอเบอรี่ที่ชักน ายอดด้วยสารควบคุมการเจริญเติบโต BAP 

ความเข้มข้นสูง พบว่า สตอเบอรี่ที่ขยายพันธุ์ในสภาพปลอดเชื้อมีความแตกต่างทางฟีโนไทป์หลาย

ลักษณะ เช่น รูปร่าง ก้านใบ แผ่นใบ ทรงพุ่ม และจ านวนไหล ที่มีขนาดและจ านวนมากกว่าต้นแม่  

ขณะที่มีความเขียวใบและจ านวนใบที่น้อยกว่าต้นแม่ เมื่อน าต้นที่เปลี่ยนแปลงทางฟีโนไทป์มา

ตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมด้วยเทคนิคอาร์เอพีดี พบว่า มีความแปรปรวนทางพันธุกรรม

ในระดับดีเอ็นเอ (Biswas et al., 2009) นอกจากนี้รายงายของตะไคร้หอมที่ชักน าแคลลัสจากชิ้นส่วน

เหง้า พบว่า องค์ประกอบของน้ ามันหอมระเหยมีความแตกต่างจากต้นแม่ เมื่อน าต้นที่มีการ

เปลี่ยนแปลงทางฟีโนไทป์มาตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมด้วยเทคนิคอาร์เอพีดี พบว่า มี

ความแตกต่างทางพันธุกรรม (Dey et al., 2015) โดยลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่เปลี่ยนแปลงไปจาก

ต้นแม่ไม่ได้พบในทุกต้นที่มีความแปรปรวนทางพันธุกรรม ทั้งนี้การเกิดไคเมอร่าเป็นการเกิดการกลาย

พันธุ์ที่ไม่คงตัว ปรากฏอยู่ระยะเวลาหนึ่งเท่านั้น ท าให้ลักษณะที่เกิดขึ้นไม่แสดงออกทางสัณฐานวิทยา 

(คมกฤษณ์ และสุชาดา, 2559)การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาสามารถให้ข้อมูลที่เป็นประโยชน์ใน

การตรวจสอบลักษณะทางฟีโนไทป์ของพืชที่เกิดความแปรปรวนทางพันธุกรรม เพ่ือใช้เป็นแหล่งข้อมูล

ส าคัญในการอนุรักษ์ และการปรับปรุงพันธุ์พืชได้ 
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บทที ่5 

บทสรุปและข้อเสนอแนะ (Conclusion) 

จากการศึกษาเทคนิคการฟอกฆ่าเชื้อชิ้นส่วนต้นหม้อข้าวหม้อแกงลิงจากธรรมชาติ 

เพ่ือการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ พบว่า การฟอกฆ่าเชื้อฝักด้วยไฮเตอร์ความเข้มข้น 25 เปอร์เซ็นต์ หนึ่งครั้ง 

มีการปลอดเชื้อสูงสุด 100 เปอร์เซ็นต์ และมีการรอดชีวิต 80 เปอร์เซ็นต์ เมล็ดมีการงอกสูงสุด 78 

เปอร์เซ็นต์ และมีการสร้างใบ 3.21 ใบต่อต้น เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 5 สัปดาห์ ส่วนการฟอกฆ่าเชื้อ

ชิ้นส่วนใบ พบว่า การใช้สารฟอกฆ่าเชื้อความเข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ มีเปอร์เซ็นต์การปลอดเชื้อ 55 

เปอร์เซ็นต์ และการฟอกฆ่าเชื้อชิ้นส่วนข้อ พบว่า การใช้สารฟอกฆ่าเชื้อความเข้มข้น 50 เปอร์เซ็นต์ มี

ประสิทธิภาพในการฟอกฆ่าเชื้อสูงสุด โดยมีชิ้นส่วนปลอดเชื้อ 60 เปอร์เซ็นต์ แต่ชิ้นส่วนใบและข้อไม่

สามารถพัฒนาได้ จากการทดลองแสดงให้เห็นว่าการฟอกฆ่าเชื้อชิ้นส่วนฝักหม้อข้าวหม้อแกงลิงด้วย 

ไฮเตอร์ความเข้มข้นที่ เหมาะสมเพียงหนึ่ งครั้ งมีประสิทธิภาพในการฟอกฆ่า เชื้อชิ้นส่วน

หม้อข้าวหม้อแกงลิงได ้

จากการตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมของหม้อข้าวแกงลิงที่ขยายพันธุ์

ด้วยเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ จ านวน 3 รุ่น  โดยใช้เทคนิคอาร์เอพีดี จ านวน 16 ไพรเมอร์ พบว่า 

มี 14 ไพรเมอร์ ได้แก่ OPA-11  OPH-05  OPH-13  OPK-19  OPP-04  OPP-07  OPP-08   

OPP-09  OPP-15  OPP-19  OPBH-08  OPBH-16  OPBH-20  และ  Primer Sex ที่สามารถเพ่ิม

ปริมาณดีเอ็นเอหม้อข้าวหม้อแกงลิงได ้และพบความแปรปรวนทางพันธุกรรมในรุ่นที่ 2 และ 3 ของ 2 

สายต้น ส่วนเทคนิคไอเอสเอสอาร์ จ านวน 16 ไพรเมอร์ พบว่า ทั้ง 16 ไพรเมอร์ ได้แก่ Primer-1  

Primer-2  Primer-3  Primer-4  Primer-5  Primer-6  Primer-7  Primer-8  Primer-9   

Primer-10  Primer-11  Primer-12  Primer-13  Primer-14  และ  Primer-15 สามารถเพ่ิม

ปริมาณดีเอ็นเอหม้อข้าวหม้อแกงลิงได้ และพบความแปรปรวนทางพันธุกรรมในรุ่นที่ 1  2  และ  3 

ของ 3 สายต้น และไพรเมอร์เอสเอสอาร์ จ านวน 5 ไพรเมอร์ พบว่า ทั้ง 5 ไพรเมอร์ ได้แก่ 

Nep_SSR1  Nep_SSR3  Nep_SSR6  Nep_SSR12 และ  Nep_SSR18 พบความแปรปรวนทาง

พันธุกรรมในรุ่นที่ 1, 2 และ 3 ของ 4 สายต้น 
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เมื่อน าต้นที่เกิดความแปรปรวนทางพันธุกรรมมาตรวจสอบลักษณะทางสัณฐาน

วิทยา พบว่า ต้นหม้อข้าวหม้อแกงลิงที่พบความแปรปรวน มีลักษณะของรูปร่างใบ ปลายใบ และ 

ปากใบที่แตกต่างจากต้นแม่ เมื่อวิเคราะห์ความเขียวใบ ความหนาแน่นปากใบ ความกว้างปากใบ และ

ความยาวปากใบ พบว่า มีความแตกต่างจากต้นแม่ จากการศึกษาครั้งนี้ พบว่า การใช้เครื่องหมาย 

อาร์เอพีดี ไอเอสเอสอาร์ และ เอสเอสอาร์ สามารถตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมใน

หม้อข้าวหม้อแกงลิงที่ขยายพันธุ์ด้วยการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อได้ ทั้งนี้ความแปรปรวนทางพันธุกรรมที่

เกิดขึ้น มีเปอร์เซ็นต์การเกิดความแปรปรวนทางพันธุกรรมต่ า  การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อด้วยวิธีการ

เดียวกับการศึกษานี้จึงสามารถใช้ในการขยายพันธุ์หม้อข้าวหม้อแกงลิงได้ และลักษณะทางสัณฐาน

วิทยาสามารถใช้ ในการยืนยันความแปรปรวนทางพันธุกรรมของหม้อข้าวหม้อแกงลิงใน 

สภาพปลอดเชื้อได้ โดยข้อมูลที่ได้สามารถน าไปใช้ประโยชน์ในการขยายพันธุ์พืชด้วยเพาะเลี้ยง

เนื้อเยื่อ เพ่ือไม่ให้เกิดความแปรปรวนทางพันธุกรรมต่อไป 
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ภาคผนวกที่ 1 การเตรียมสารละลายสกัดดีเอ็นเอ CTAB Buffer 

1.1 การเตรียมสารละลาย Tris-HCl 

การเตรียมสารละลาย Tris-HCl ความเข้มข้น 1 โมลาร์ โดยชั่ง Tris-HCl ปริมาณ 
60.57 กรัม จากนั้นละลายด้วยน้ ากลั่นที่ผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อปริมาตร 480 มิลลิลิตตร และปรับค่า pH 
ให้เท่ากับ 8.0 ด้วย Conc. HCl ปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อให้ได้ปริมาตร 500 มิลลลตร ด้วย
กระบอกตวงขนาด 500 มิลลิลิตร น าสารละลายบรรจุใส่ขวดดูเรน จากนั้นห่อด้วยอะลูมิเนียมฟอยด์ 
เก็บรักษาโดยการวางที่อุณหภูมิห้อง 

 
1.2 การเตรียมสารละลาย NaCl 

 
การเตรียมสารละลาย NaCl ความเข้มข้น 5 โมลาร์ โดยชั่ง NaCl ปริมาณ 29.22 

กรัม จากนั้นละลายด้วยน้ ากลั่นที่ผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อปริมาตร 80 มิลลิลิตตร ปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่น
นึ่งฆ่าเชื้อให้ได้ปริมาตร 100 มิลลลตร ด้วยกระบอกตวงขนาด 100 มิลลิลิตร น าสารละลายบรรจุใส
ขวดดูเรน จากนั้นห่อด้วยอะลูมิเนียมฟอยด์ เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิห้อง  
 

1.3 การเตรียม สารละลาย EDTA 
 

การเตรียมสารละลาย EDTA ความเข้มข้น 0.5 โมลาร์ โดยชั่ง EDTA ปริมาณ 18.61 
กรัม จากนั้นละลายด้วยน้ ากลั่นที่ผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อปริมาตร 80 มิลลิลิตตร และปรับค่า pH ให้เท่ากับ 
8.0 ด้วย NaOH แล้วปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อให้ได้ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ด้วยกระบอก
ตวงขนาด 100 มิลลิลิตร น าสารละลายบรรจุใสขวดดู จากนั้นห่อด้วยอะลูมิเนียมฟอยด์ เก็บรักษาโดย
การวางที่อุณหภูมิห้อง  

 
1.4 การเตรียม Cetyltrimethyl ammonium bromide (CTAB) Buffer 
 
การเตรียมสารสารละลาย CTAB ความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

เตรียมสาร CTAB ความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ ชั่ง CTAB 2 กรัม ละลายในน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อปริมาตร 
30 มิลลิลิตร จากนั้นท าให้สารละลายใสที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ด้วยอ่างควบคุมอุณหภูมิ 
(water bath) ให้ เติมสารละลาย NaCl ที่มีความเข้มข้น 5 โมลาร์ ปริมาตร 28 มิลลิลิตร เพ่ือให้
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ความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 1.4 โมลาร์ เติมสารละลาย Tris-HCl ที่มีความเข้มข้น 1 โมลาร์ ปริมาตร 10 
มิลลิลิตร เพื่อให้ได้ความเข้มข้นสุดท้าเป็น 100 มิลลิโมลาร์ และเติม β-mercaptoethanol ที่มีความ
เข้มข้น 100 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 2 มิลลิลิตร เพ่ือให้ได้ความเข้มข้นสุดท้าย 2 เปอร์เซ็นต์ ปรับ
ปริมาตรด้วยน้ ากลั่นให้ได้ 100 มิลลิลิตร บรรจุสารละลายในขวดห่อด้วยอะลูมิเนียมฟอยด์ เก็บรักษา
ไว้โดยวางที่อุณหภูมิห้อง  
 
ภาคผนวกที ่2 การเตรียมสารละลายท่ีใช้ในการสกัดดีเอ็นเอ 
 

2.1 การเตรียมสารละลาย Chloroforme : Isoamyl alcohol (24:1) 

การเตรียมสารละลาย Chloroforme : Isoamyl alcohol ความเข้มข้น 24:1 
ปริมาตร 250 มิลลิลิตร ตวงสารละลาย Chloroforme ปริมาตร 240 มิลลิลิตร ภายใต้ตู้ดูดควัน 
(Hood) และตวงสารละลาย Isoamyl alcohol ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ภายใต้ตู้ดูดควัน (Hood) ผสม
ให้เข้ากัน น าบรรจุสารละลายในขวดห่อด้วยอะลูมิเนียมฟอยด์ เก็บรักษาไว้โดยวางที่อุณหภูมิห้อง 
 

2.2 การเตรียมสารละลาย Ethanol 

การเตรียมสารละลาย Ethanol ความเข้มข้น 70 เปอรเซ็นต์ โดยเตรียมสารละลาย 
Ethanol ให้อยู่ในรูปของสารละลายเข้มข้น ด้วยการตวง Ethanol ปริมาตร 70 มิลลิลิตร จากนั้นตวง
น้ ากลั่นที่ผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อปริมาตร 30 มิลลลตร และผสมให้เข้ากัน ปรับปริมาตรให้ได้ 100 มิลลิลิตร 
บรรจุสารละลายในขวดห่อด้วยอะลูมิเนียมฟอยด์ เก็บรักษาไว้โดยวางที่อุณหภูมิห้อง  
 

2.3 การเตรียมสารละลาย TE Buffer 

การเตรียมสารละลาย TE Buffer ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ตวงน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ
ปริมาตร 25 มิลลิลิตร เติมสารละลาย Tris-HCl ความเข้มข้น 1 โมลาร์ ปริมาตร 500 ไมโครลิตร 
เพ่ือให้ได้ความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 10 มิลลิโมลาร์ และเติมสารละลาย EDTA ความเข้มข้น 0.5 โมลาร์ 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เพื่อให้ได้ความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 1 มิลลิโมลาร์ ปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นให้
ได้ 50 มิลลิลิตร ด้วยกระบอกตวงขนาด 50 มิลลิลิตร บรรจุสารละลายใส่ขวดห่อด้วยอะลูมิเนียม
ฟอยด์ เก็บรักษาไว้โดยวางที่อุณหภูมิห้อง  
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ภาคผนวกที่ 3 การเตรียมสารละลายส าหรับวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส 
 

3.1 การเตรียมสารละลาย 10X TBE Buffer 

การเตรียมสารละลาย TBE Buffer ความเข้มข้น 10 เท่า ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 
ชั่ง Tris-base 108 กรัม ละลายด้วยน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อปริมาตร 800 มิลลิลิตร เติมสาร Boric acid 
55 กรัม ละลายจนเข้ากัน และเติมสารละลาย EDTA ความเข้มข้น 0.5 โมลาร์ ปริมาตร 40 มิลลิลตร 
และน าปรับค่า PH เท่ากับ 8.0 จากนั้นปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นให้ได้ 1,000 มิลลิลิตร น าสารละลาย
บรรจุใส่ขวดห่อด้วยอะลูมิเนียมฟอยด์ เก็บรักษาไว้โดยวางที่อุณหภูมิห้อง  

 
3.2 การเตรียม Agarose Gel 

การเตรียม Agarose gel ความเข้มข้น 0.7 เปอร์เซ็นต์ ส าหรับตรวจสอบคุณภาพ 
ดีเอ็นเอ ชั่ง Agarose 0.7 กรัม ละลายด้วย TBE Buffer ความเข้มข้น 1 เท่า ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
เติมสี Loading dye (MaestroSafeTM) ปริมาตร 2 มิลลิลิตรต่อปริมาตร 100 มิลลิลิตรของ
สารละลาย Agarose และเทสารละลาย Agarose ใน Gel box แล้วเสียบหวี (Comb) ขนาดตาม
จ านวนตัวอย่าง จากนั้นวางที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 20-30 นาที ก่อนย้ายลง Gel chamber แล้ว
โหลดตัวอย่างดีเอ็นเอ 

การเตรียม Agarose gel ความเข้มข้น 1.5 เปอร์เซ็นต์ ส าหรับตรวจสอบ PCR 
Product ชั่ง Agarose 1.5 กรัม ละลายด้วย TBE Buffer ความเข้มข้น 1 เท่า ปริมาตร 100 
มิลลิลิตร เติมสี Loading dye (MaestroSafeTM) ปริมาตร 2 มิลลิลิตรต่อปริมาตร 100 มิลลิลิตร
ของสารละลาย Agarose และเทสารละลาย Agarose ใน Gel box แล้วเสียบหวี (Comb) ขนาด
ตามจ านวนตัวอย่าง จากนั้นวางที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 20-30 นาที ก่อนย้ายลง Gel chamber 
แล้วโหลดตัวอย่างดีเอ็นเอ 
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ชื่อ สกุล    นางสาวจันทร์เพ็ญ ใจซื่อ 
รหัสประจ าตัวนักศึกษา 6040320101 
วุฒิการศึกษา 
 

วุฒิ ชื่อสถาบัน ปีท่ีส าเร็จการศึกษา 

วิทยาศาสตรบัณฑิต 

(เทคโนโลยีการเกษตร) 

มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ 

 

2559 

 
ทุนการศึกษา 
 ทุนสนับสนุนค่าธรรมเนียมการศึกษาระดับบัณฑิตศึกษาที่เน้นการศึกษาวิจัย 
ประจ าปีการศึกษา 2561 จากมหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ วิทยาเขตสุราษฎร์ธานี  
 ทุนอุดหนุนการวิจัยจากเงินรายได้วิทยาเขตสุราษฎร์ธานีประจ าปีการศึกษา 2561 
 
การตีพิมพ์และเผยแพร่ผลงาน 
จันทร์เพ็ญ ใจซื่อ, สุรพล ฐิติธนากุล, สรายุทธ อ่อนสนิท และ เยาวพรรณ สนธิกุล. 2562. เทคนิคการ

ฟอกฆ่าเชื้อชิ้นส่วนต้นหม้อข้าวหม้อแกงลิงจากธรรมชาติ เพ่ือการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
(Explants sterilization techniques of Nepenthes spp. for tissue 
Culture). วารสารแก่นเกษตร. 47(1): 1515-1520. 

จันทร์เพ็ญ ใจซื่อ, นิรันดร ภูวัน, ดวงแขฑิตา กาญจนโสภา, ธีร ศรีสวัสดิ์, สุรพล ฐิติธนากุล, สรายุทธ  
อ่อนสนิท และ เยาวพรรณ สนธิกุล. 2562.  การใช้เทคนิค Random Amplified 
Polymorphic DNA (RAPD) ในการวิเคราะห์ความแปรปรวนทางพันธุกรรมของต้น
หม้อข้าวหม้อแกงลิง (Nepenthes mirabilis) ในหลอดทดลอง (Random 
Amplified Polymorphic DNA (RAPD) analysis of somaclonal variation 
among in vitro Nepenthes mirabilis). วารสารแก่นเกษตร. 47(1): 515-522. 
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