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บทคัดย่อ: หม้อข้าวหม้อแกงลิงเป็นพืชกินแมลงท่ีมีสีสนัสวยงามและมีความหลากหลายทางพนัธุกรรม ส่งผลให้มี
ลกูผสมเกิดขึน้จ�ำนวนมากและมีลกัษณะท่ีคล้ายคลงึกนั ไม่สามารถจ�ำแนกสายพนัธุ์ด้วยลกัษณะทางสณัฐานวิทยา
เพียงอยา่งเดียว ดงันัน้ในงานวิจยัครัง้นีจ้งึศกึษาพฒันาและคดัเลอืกเคร่ืองหมาย SSR เพ่ือใช้ในการประเมินความหลาก
หลายทางพนัธกุรรมของหม้อข้าวหม้อแกงลงิ โดยใช้เคร่ืองหมาย SSR ท่ีออกแบบได้จาก nucleotide และ EST ของ
หม้อข้าวหม้อแกงลงิและพืชกินแมลง จ�ำนวน 20 คูไ่พรเมอร์กบัหม้อข้าวหม้อแกงลงิสายพนัธุ์ N. mirabilis พบวา่ไพร
เมอร์จ�ำนวน 10 คู ่ สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้และปรากฏแถบดีเอ็นเอท่ีชดัเจน สามารถใช้ในการประเมินความ
หลากหลายทางพนัธกุรรมของหม้อข้าวหม้อแกงลงิได้
ค�ำส�ำคัญ: หม้อข้าวหม้อแกงลงิ, เคร่ืองหมาย SSR, ความหลากหลายทางพนัธกุรรม

ABSTRACT: Nepenthes species as a carnivorous plant type, which is colorful pitcher and has 
a high genetic diversity. As a result, natural hybrids produce a diversity of pitcher character 
and some character is similar which cannot identify species by morphological characters. This 
study was to develop and select SSR marker for assessment of genetic diversity in Nepenthes 
species. Using primer designed from nucleotide and EST of Nepenthaceae and carnivorous 
plant (20 primers) with N. mirabilis. Only the 10 primers gave clear amplified products and 
these primers can be used to analyze all Nepenthes species.
Keywords: Nepenthes sp., SSR marker, Genetic diversity
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บทน�ำ

หม้อข้าวหม้อแกงลงิ (Nepenthes spp.) มีช่ือ
สามญัวา่ tropical pitcher plant หรือ monkey cup 
โดยส่วนใหญ่มีถ่ินก�ำเนิดในแถบเอเชียตะวันออก
เฉียงใต้ และกระจายพันธุ์ทางตะวันออกถึงทวีป
ออสเตรเลีย และทางตะวนัตกถึงเกาะมาดากสัการ์ 
หม้อข้าวหม้อแกงลิงเป็นพืชมีลกัษณะสีสนัสวยงาม 
เป็นพืชกินแมลงท่ีมีลกัษณะโดดเดน่และเป็นพืชท่ีได้
รับความสนใจเป็นล�ำดบัต้นๆ ในตลาดไม้ประดบัทัง้
ในและต่างประเทศ ท�ำให้ถูกเก็บจากธรรมชาต ิ
เพ่ือจ�ำหนา่ยเป็นจ�ำนวนมาก สง่ผลให้หม้อข้าวหม้อ
แกงลงิมีความเสี่ยงตอ่การสญูพนัธุ์ (พชัญ์สติา และ
คณะ, 2554) และปัจจบุนัมีลกูผสมเกิดขึน้จ�ำนวน
มากและมีลกัษณะท่ีคล้ายคลงึกนั ไมส่ามารถจ�ำแนก
สายพนัธุ์ด้วยลกัษณะทางสณัฐานวิทยาเพียงอย่าง
เดียวดงันัน้การน�ำเทคนิคทางชีวโมเลกุลมาช่วยใน
การศกึษาลกัษณะความหลากหลายทางพนัธุกรรม
ของหม้อข้าวหม้อแกงลิงในประเทศไทย จึงมีความ
ส�ำคญัในการอนรัุกษ์ความหลากหลายทางพนัธกุรรม
ของหม้อข้าวหม้อแกงลงิไว้

ปัจจุบันได้มีการน�ำเทคนิคทางชีวโมเลกุล 
(molecular biology) เข้ามาช่วยในการศึกษา
พันธุกรรมพืชกันอย่างแพร่หลาย เน่ืองจากเป็น
เทคนิคท่ีสามารถศกึษาพนัธกุรรมท่ีควบคมุลกัษณะ
ตา่ง ๆ ได้รวดเร็วขึน้ เชน่ วิธี Amplified Fragment 
Length Polymorphism (AFLP) ซึง่เป็นวิธีท่ีใช้แสดง
ความแตกตา่งของชิน้ดีเอน็เอท่ีถกูตดัด้วยเอนไซม์ตดั
จ�ำเพาะหลังการเพ่ิมจ�ำนวนชิน้ส่วนดีเอ็นเอด้วย
เทคนิคพีซีอาร์ วิธี Restriction Fragment Length 
Polymorphism (RFLP) เป็นวิธีท่ีใช้แสดงความแตก
ต่างจากขนาดของชิน้ส่วนดีเอ็นเอท่ีได้จากการตดั
ด้วยเอนไซม์ตัดจ�ำเพาะในส่วนท่ีแสดงลักษณะ
เฉพาะ วิธี Random Amplified Polymorphic DNA 
(RAPD) เป็นวิธีท่ีบง่บอกความแตกตา่งของขนาดชิน้
ส่วนดีเอ็นเอท่ีได้จากการเพ่ิมจ�ำนวนด้วยไพรเมอร์
สายสัน้ ๆ  ท่ีเข้าเกาะแบบสุม่บนจีโนม (สริุนทร์, 2552) 
และวิธี Simple Sequence Repeat (SSR) หรือ
ไมโครแซทเทลไลท์ เป็นวิธีท่ีใช้แสดงความแตกตา่ง 
โดยอาศยัจ�ำนวนเบสซ�ำ้ในจีโนมและการเพ่ิมจ�ำนวน

ด้วยเทคนิคพีซีอาร์จากการใช้ไพรเมอร์ให้คลอบคลมุ
บริเวณล�ำดบัเบสจ�ำเพาะท่ีอยูบ่ริเวณเบสซ�ำ้ตอ่เน่ือง 
(สรีุพร, 2546; Powell et al., 1996) หากจ�ำนวนเบส
ซ�ำ้มีการผนัแปรจะท�ำให้เกิดการสร้างความแตกตา่ง
ได้มาก และสามารถท�ำซํา้ได้ (reproducibility) รวม
ทัง้มีการแสดงออกแบบ Co-dominant ท่ีมีเสถียรภาพ 
(stability) สงู (Heyden and Sharp, 2001) ด้วย
คุณสมบัติ เฉพาะตัวท�ำให้วิธี  SSR กลายเป็น
เคร่ืองหมายโมเลกลุท่ีนิยมใช้ในการจ�ำแนกสายพนัธุ์
พืชท่ีมีความใกล้ชิดทางพนัธกุรรมกนัอยา่งแพร่หลาย 
และสามารถใช้ในการประเมินความหลากหลายทาง
พนัธุกรรมและการแยกความแตกต่างของสิ่งมีชีวิต 
ได้ดี

ดงันัน้ในงานวิจยัครัง้นีจ้งึศกึษาพฒันาและคดั
เลือกเคร่ืองหมาย SSR เพ่ือใช้ในการประเมินความ
หลากหลายทางพนัธกุรรมของหม้อข้าวหม้อแกงลงิ

 
วธีิการศกึษา

การเตรียมตวัอย่างพชื
น�ำใบอ่อนท่ียงัไม่คลี่หม้อข้าวหม้อแกงลิงสาย

พันธุ์  N. rabilis ท�ำความสะอาดแล้วฉีดพ้นด้วย
เอทิลแอลกอฮอล์ความเข้มข้น 70 เปอร์เซน็ต์จากนัน้
ชัง่ตวัอยา่งปริมาณ 0.1 กรัม แล้วสกดัดีเอน็เอทนัที
โดยประยกุต์วิธีการของ Doyle and Doyle (1987)

การตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอและคุณภาพ
ดเีอน็เอ

น�ำดีเอ็นเอท่ีสกดัได้มาตรวจสอบปริมาณและ
คุณภาพดีเอ็นเอ ด้วยวิธีอิเล็กโตรโฟรีซิสบนเจล 
อะกาโรสความเข้มข้น 0.7 เปอร์เซ็นต์ ผ่านกระแส
ไฟฟา้ 100 โวลต์ ในสารละลาย TBE ความเข้มข้น  
1 เทา่ เป็นเวลา 30 นาที บนัทกึภาพแถบดีเอน็เอท่ี
ปรากฏภายใต้แสงอุลตร้าไวโอเลตด้วยเคร่ือง  
Gel documentation จากนัน้ตรวจสอบคุณภาพ
ของดีเอ็นเอ ด้วยการวดัค่าการดดูกลืนแสงโดยใช้
เคร่ือง Nano Drop Lite (Thermo Scientific, USA) 
โดยหยดดีเอน็เอปริมาตร 2 ไมโครลติร ตรงจดุหยด
สารภายในเคร่ือง บนัทกึผลปริมาณดีเอน็เอท่ีคา่การ
ดดูกลนืแสงความยาวคลืน่ 260 นาโนเมตร และตรวจ
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สอบคณุภาพดีเอ็นเอโดยบนัทึกสดัส่วนระหว่างค่า
การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 260 นาโนเมตรตอ่
ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร (Optical Density; 
OD 260/280 nm)

การออกแบบไพรเมอร์
ค้นหาล�ำดบัเบส (nucleotide) ของหม้อข้าว

หม้อแกงลงิจากฐานข้อมลูทางพนัธกุรรม (GenBank 
: http://www.ncbi.nlm.nih.gov) โดยสบืค้นจากฐาน
ข้อมลู nucleotide และ Expressed Sequence Tag 
(EST) ของพืชในกลุ่มวงศ์หม้อข้าวหม้อแกงลิง 
(Nepenthaceae) ได้แก่ ชนิด N. Baramesis, N. 
khasiana, N. vieillardii, N. alata, N. alba, N. 
ramisping, N. gracilis, N. masoalensis, N. 
b en s t o ne i ,  N .  mu r uden s i s  และ  N . 
madagascariensis รวมถงึ nucleotide ของพืชกิน
แมลงกลุม่ Sarraceniapurpurea ซึง่มีความใกล้ชิด
กนัทางพนัธกุรรมกบัหม้อข้าวหม้อแกงลงิ แล้วน�ำข้อ
มูลนิวคลีโอไทด์ดังกล่าวมาวิเคราะห์หาต�ำแหน่ง 
SSR ในล�ำดบั nucleotide โดยใช้โปรแกรม Websat 
(http://purl.oclc.org/NET/websat) แล้วน�ำข้อมลู
ล�ำดบั nucleotide ท่ีมี SSR เป็นส่วนประกอบมา
ออกแบบไพรเมอร์ด้วยโปรแกรม Primer3 (http://
primer3plus.com /web_3.0.0/primer3web_input.
htm) จากนัน้คดัเลือกไพรเมอร์ท่ีจ�ำเพาะกบัล�ำดบั
เบสท่ีครอบคลมุบริเวณส่วนหวัและท้ายของไมโคร
แซทเทลไลท์ และมีต�ำแหนง่หา่งจากบริเวณท่ีเกิดชดุ
ซ�ำ้ออกไปประมาณ 50 เบสในแตล่ะข้าง และมีขนาด
ของดีเอน็เอหลงัเพ่ิมปริมาณดีเอน็เออยูใ่นชว่ง 150-
350 เบส จ�ำนวน 20 ไพรเมอร์ และน�ำไพรเมอร์ตรวจ
สอบการเกิดการจับกันเองของไพรเมอร์ ด้วย
โปรแกรม OligoCalc (http://biotools.nubic.
northwestern. eduOligoCalc.html)

การศึกษาสภาวะที่ เหมาะสมในการเพิ่ม
ปริมาณดเีอน็เอด้วยไพรเมอร์ SSR โดยเทคนิค
พซีีอาร์ 

น�ำดีเอน็เอหม้อข้าวหม้อแกงลงิ N. mirabilis ท่ี
มีคา่สดัสว่น OD 260/280 ระหวา่ง 1.8-2.0 มาเพ่ิม
ปริมาณดีเอน็เอด้วยเทคนิคพีซีอาร์ ซึง่มีองค์ประกอบ

ตา่ง ๆ ท่ีใช้ในการท�ำปฏิกิริยาพีซีอาร์ ดงันี ้ ดีเอน็เอ
ต้นแบบปริมาณ 100 นาโนกรัม PCR buffer ความ
เข้มข้น 1 เทา่ dNTP mixture ความเข้มข้น 800 ไมโคร
โมลาร์MgCl

2
 ความเข้มข้น 3มิลลิโมลาร์Forward 

Primer ความเข้มข้น 0.5 ไมโครโมลาร์Reverse 
Primer ความเข้มข้น 0.5 ไมโครโมลาร์ Taq DNA 
polymerase ความเข้มข้น 1 ยนิูต และสงัเคราะห์
ดีเอ็นเอในเคร่ือง PTC-100 ประกอบด้วย Pre-
denature ท่ีอณุหภมิู 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 
นาที จ�ำนวนรอบ 1 รอบ Denature ท่ีอณุหภมิู 94 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 45 วินาที และทดสอบ 
Annealing ท่ีอณุหภมิู 55 58 และ 62 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 30 วินาที และ Extension ท่ีอณุหภมิู 72 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที จ�ำนวนรอบ 35 รอบ 
Final- extension ท่ีอณุหภมิู 72 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 5 นาที จ�ำนวนรอบ 1 รอบ และ Hold ท่ีอณุหภมิู 
16 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที 

จากนัน้น�ำผลผลิตท่ีได้จากการท�ำ PCR มา
ตรวจสอบรูปแบบดีเอ็นเอด้วยวิธีอิเล็กโตรโฟรีซีส 
(Electrophoresis) โดยใช้เจลอะกาโรสความเข้มข้น 
1.5 เปอร์เซน็ต์ ในสารละลาย TBE ความเข้มข้น 1 
เทา่ ผา่นกระแสไฟฟา้ 50 โวลต์ เป็นเวลา 60 นาที น�ำ
ไปบนัทกึภาพแถบดีเอ็นเอท่ีปรากฏด้วยเคร่ือง Gel 
documentation ภายใต้แสงอลุตร้าไวโอเลต และ
ตรวจสอบแถบดีเอน็แล้วคดัเลอืกไพรเมอร์ท่ีสามารถ
เพ่ิมปริมาณดีเอน็เอได้

ผลการศกึษา

ผลการออกแบบไพรเมอร์ SSR
จากการออกแบบไพรเมอร์จากฐานข้อมูล 

nucleotide และ EST ของพืชในกลุม่ Nepenthaceae 
รวมถึง nucleotide ของพืชกินแมลง กลุ่ม S. 
purpurea ซึ่งมีความใกล้ชิดกันทางพนัธุกรรมกับ
หม้อข้าวหม้อแกงลิง พบว่าสามารถคดัเลือกไพรเม
อร์ท่ีจ�ำเพาะกบัล�ำดบัเบสท่ีครอบคลมุบริเวณสว่นหวั
และท้ายบริเวณต�ำแหน่ง SSR และมีต�ำแหน่งห่าง
จากบริเวณท่ีเกิดชดุซ�ำ้ออกไปประมาณ 50 เบสใน
แตล่ะข้าง และมีขนาดของดีเอ็นเอหลงัเพ่ิมปริมาณ
ดีเอน็เออยูใ่นชว่ง 150-350 เบส ได้จ�ำนวน 20 ไพร
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เมอร์ โดยไพรเมอร์จ�ำนวน 15 ไพรเมอร์ คือ Nep_
SSR1, Nep_SSR2, Nep_SSR3, Nep_SSR4, 
Nep_SSR5, Nep_SSR6, Nep_SSR7, Nep_SSR8, 
Nep_SSR9, Nep_SSR12, Nep_SSR14, Nep_
SSR15, Nep_SSR16, Nep_SSR17 และ Nep_
SSR18 ออกแบบไพรเมอร์จากฐานข้อมลู nucleotide 
ข อ ง ห ม้ อ ข้ า ว ห ม้ อ แ ก ง ลิ ง  จ� ำ น ว น  2 , 1 3 8 
nucleotideไพรเมอร์ Nep_SSR20, Nep_SSR21 
และ Nep_SSR22 ออกแบบไพรเมอร์จากฐานข้อมลู 

nucleotide ของพืชกินแมลง กลุ่ม S. purpurea 
จ�ำนวน 950 nucleotide และไพรเมอร์ Nep_SSR10 
และ Nep_SSR11 ถกูออกแบบมาจากฐานข้อมลู 
EST ของหม้อข้าวหม้อแกงลิง จ�ำนวน 41 EST  
(Table 1) โดยไพรเมอร์ท่ีออกแบบได้จากฐานข้อมลู 
EST ของหม้อข้าวหม้อแกงลงิ เป็นยีนท่ีเก่ียวข้องกบั
การสร้างเอนไซม์ aspartic proteinase ซึ่งเป็น
เอนไซม์ท่ีเก่ียวข้องกบัการย่อยพนัธะเปปไทด์ท่ีเป็น
โมเลกลุใหญ่

Table 1Thedesigning primers from Nepenthaceae and Carnivorous plant for PCR amplification 

Species Database Primer Design Primer Amplification

Nepenthaceae Nucleotide 15 10 (66.67%)
(Nepenthes spp.) EST 2 0 (0%)

Carnivorous plant Nucleotide 3 0 (0%)
(S. purpurea)      

  20 10 (50%)

ผลการศึกษาสภาวะที่ เหมาะสมในการเพิ่ม
ปริมาณดเีอน็เอด้วยไพรเมอร์ SSR  

จากการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการเพ่ิม
ปริมาณดีเอ็นเอโดยใช้เทคนิคพีซีอาร์ด้วยไพรเมอร์ 
SSR โดยใช้ไพรเมอร์จ�ำนวน 20 ไพรเมอร์ ท่ีออกแบบ
จากฐานข้อมลู nucleotide ของ หม้อข้าวหม้อแกงลงิ 
จ�ำนวน 15 ไพรเมอร์ จากฐานข้อมลู EST ของหม้อ
ข้าวหม้อแกงลงิ จ�ำนวน 2 ไพรเมอร์ และท่ีออกแบบ
จากฐานข้อมูล nucleotide พืชกินแมลงกลุ่ม S. 
purpurea จ�ำนวน 3 ไพรเมอร์ พบว่ามีไพรเมอร์
จ�ำนวน 10 ไพรเมอร์ ท่ีออกแบบจากฐานข้อมูล 
nucleotide ของวงศ์หม้อข้าวหม้อแกงลิง สามารถ
เพ่ิมปริมาณดีเอน็เอหม้อข้าวหม้อแกงลงิ N. mirabilis 
ได้โดยไพรเมอร์Nep_SSR1, Nep_SSR3, Nep_
SSR6, Nep_SSR7, Nep_SSR8, Nep_SSR12, 
Nep_SSR14 และ Nep_SSR18 มีอุณหภูมิ 
Annealing ท่ีเหมาะสมท่ี 58 องศาเซลเซียส และไพร
เมอร์Nep_SSR5 และ Nep_SSR17 มีอุณหภูมิ 

Annealing ท่ีเหมาะสมท่ี 55 องศาเซลเซียส ซึง่คิด
เป็นเปอร์เซ็นต์ของไพรเมอร์ท่ีสามารถเพ่ิมปริมาณ
ดีเอ็นเอได้เป็น 66.67 เปอร์เซ็นต์ (Table 1) และ
สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอได้ โดยให้แถบดีเอนเอท่ี
ชดัเจนมีขนาดประมาณ 200-350 คูเ่บส เป็นไพรเม
อร์ท่ีออกแบบจากฐานข้อมลู nucleotide ของหม้อ
ข้าวหม้อแกงลงิทัง้หมด (Table 2) และพบวา่มีไพร
เมอร์ท่ีไมส่ามารถเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอได้จ�ำนวน 10 
ไพรเมอร์ ได้แก่ Nep_SSR2, Nep_SSR4, Nep_
SSR9, Nep_SSR10, Nep_SSR11, Nep_SSR15, 
Nep_SSR16, Nep_SSR20, Nep_SSR21 และ 
Nep_SSR22 ซึ่งเป็นไพรเมอร์ท่ีออกแบบจากฐาน
ข้อมลู nucleotide ของหม้อข้าวหม้อแกงลงิ จ�ำนวน 
5 ไพรเมอร์ ท่ีออกแบบจากฐานข้อมลู EST ของหม้อ
ข้าวหม้อแกงลงิ จ�ำนวน 2 ไพรเมอร์ และท่ีออกแบบ
จากฐานข้อมลู nucleotide ของพืชกินแมลงจ�ำนวน 
3 ไพรเมอร์
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Table 2 The ten successful SSR primers that produced a specific band markers for N. mirabilis

primers Primer sequence Repeat motif Tm(°C) Product size (bp)

Nep_SSR1 F  5´-GTTCTAACAAATGGGGTTGACT-3´ (TA)
5

58 289
R  3´-CTATCTTCATTCTCGTCCGATT-5´

Nep_SSR3 F  5´-ATATTTCTATCGCATTGGCCCT-3´ (TA)
5

58 241
R  3´-TATATGGCGCAACCCTTGTT-5´

Nep_SSR5 F  5´-CAAAAGAGCGATTGGATTG-3´ (TTA)
6

55 216
R  3´-TAAAAGTAGAGGGTTTCTTGGG-5´

Nep_SSR6 F  5´-CTACGAGGCATTTCTGTGAGT-3´ (AT)
5

58 292
R  3´-TACCTACAGCTTCTCCCAATTC-5´

Nep_SSR7 F  5´-CAAAAGAGCGATTGGATTG-3´ (TTA)
6

58 209
R  3´-AGAGGGTTTTTGGGGTTATC-5´

Nep_SSR8 F  5´-CAAAAGAGCGATTGGATTG-3´ (TTA)
4

58 206
R  3´-GGGTTTCTTGGGTTATCAAA-5´

Nep_SSR12 F  5´-GCATTCGATTTCGTTGGTA-3´ (TA)
5

58 350
R  3´-TAGATGGGAAAATATGCGGA-5´

Nep_SSR14 F  5´-TTCTAACAAATGGGGTTGACTG-3´ (TA)
8

58 294
R  3´-CTCTATCTTCATTCTCGTCCGAT-5´

Nep_SSR17 F  5´-TCAAAAGAGCGATTGGATTG-3´ (TTA)
6

55 233
R  3´-GGACCGGAAACTCAAGTAAAAG-5´

Nep_SSR18 F  5´-TTCTAACAAATGGGGTTGACTG-3´ (TA)
8

58 298
  R  3´-GACTCTATCTTCATTCTCGTCCG-5´    

Note: Tm (°C) = annealing temperature

วจิารณ์

จากผลการออกแบบไพรเมอร์ จากฐานข้อมลู 
nucleotide ของหม้อข้าวหม้อแกงลงิ จ�ำนวน 2,138 
nucleotide และ EST จ�ำนวน 41 EST และฐานข้อมลู 
nucleotide พืชกินแมลง จ�ำนวน 950 nucleotide 
ด้วยโปรแกรม websatและprimer3 พบวา่มีไพรเมอร์
จ�ำนวน 20 ไพรเมอร์ ท่ีสามารถออกแบบได้ ทัง้นีเ้ป็น
เพราะ nucleotide และ EST ท่ีใช้เป็นฐานข้อมลูมา
จากหม้อข้าวหม้อแกงลงิชนิดพนัธุ์ตา่งประเทศ ท่ีพบ
ในสภาพแวดล้อมใกล้เคียงกนั จงึมีความแปรปรวน
ทางพนัธุกรรมต�่ำ ส่งผลให้การออกแบบไพรเมอร์มี
ต�ำแหนง่ล�ำดบัเบสท่ีเป็นเบสซ�ำ้จ�ำนวนน้อย และตรง
ต�ำแหน่งท่ีเป็นเบสซ�ำ้มีล�ำดบัเบสท่ีเหมือนกนั และ
บางคูไ่พรเมอร์ท่ีออกแบบได้มีล�ำดบัเบสท่ีจ�ำเพาะกบั
ตรงบริเวณหวัและท้ายของตรงต�ำแหน่งเบสซ�ำ้ของ
ไพรเมอร์ซ�ำ้กัน ดังนัน้ไพรเมอร์ท่ีออกแบบได้จึงมี
จ�ำนวนน้อย และจากการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วย

ไพรเมอร์ท่ีออกแบบได้ โดยใช้เทคนิคพีซีอาร์ พบวา่มี
ไพรเมอร์จ�ำนวนเพียง 10 ไพรเมอร์ จากไพรเมอร์ท่ี
ออกแบบมาทัง้หมด 20 ไพรเมอร์ ท่ีสามารถเพ่ิม
ปริมาณดีเอ็นเอได้และให้รูปแบบดีเอ็นเออยู่ใน
สภาวะหลากรูปแบบนัน้เป็นไพรเมอร์ท่ีออกแบบจาก
ฐานข้อมูล nucleotide ของหม้อข้าวหม้อแกงลิง
ทัง้หมด ในขณะท่ีไพรเมอร์จ�ำนวน 10 ไพรเมอร์ ท่ี
ออกแบบจากฐานข้อมลู nucleotide และ EST ของ
หม้อข้าวหม้อแกงลิง และออกแบบจากฐานข้อมลู 
n u c l e o t i d e  ข อ ง พื ช กิ น แ ม ล ง ก ลุ่ ม  S . 
purpureaไม่สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้ 
เน่ืองจากฐานข้อมลู nucleotide ของหม้อข้าวหม้อ
แกงลิ ง ท่ี ใ ช้ออกแบบไพรเมอ ร์นั น้ เ ป็นล�ำดับ 
nucleotide ของหม้อข้าวหม้อแกงลิงชนิดต่าง
ประเทศซึ่งเป็นกลุ่ม Highland ในขณะท่ีหม้อข้าว
หม้อแกงลิงในประเทศไทยส่วนใหญ่เป็นกลุ่ม 
Lowlandโดย Schwallierและคณะ (2016) รายงาน
วา่ระหวา่ง หม้อข้าวหม้อแกงลงิกลุม่ Highland และ
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กลุ่ม Lowland พนัธุกรรมมีความแตกต่างกนัทาง
สถิติ จึงส่งผลให้ไพรเมอร์ท่ีออกแบบได้มีความ
จ�ำเพาะต�่ำกบัหม้อข้าวหม้อแกงลิงในประเทศไทยท่ี
น�ำมาทดสอบ และฐานข้อมลูจากพืชกินแมลง S. 
purpurea อาจมีล�ำดบัเบสท่ีไมจ่�ำเพาะกบัหม้อข้าว
หม้อแกงลิงสว่นฐานข้อมลู EST ของหม้อข้าวหม้อ
แกงลิงท่ีใช้ในการออกแบบไพรเมอร์ เป็นยีนท่ี
เก่ียวข้องกบัการสร้างเอนไซม์ยอ่ยโปรตีน ซึง่อาจไม่
จ�ำเพาะกบัยีนท่ีเก่ียวกบัการสร้างเอนไซม์ยอ่ยโปรตีน
ของหม้อข้าวหม้อแกงลิง ท่ีพบในภาคใต้ของ
ประเทศไทย เน่ืองจากยีนท่ีเก่ียวกบัการสร้างเอนไซม์
ย่อยโปรตีนมีอยู่หลายยีน เช่น nep-1 (Aspartic 
proteinase nepenthesin-1), nep2 (Aspartic 
proteinase nepenthesin-2) และ NaAP3 (Aspartic 
proteinase 3) ซึง่ยีนท่ีเก่ียวข้องกบัการสร้างเอนไซม์ 
Aspartic proteinase หรือ Nepenthesins ท�ำหน้าท่ี
ย่อยโปรตีน โดยเอนไซม์ชนิดนีท่ี้มีในหม้อข้าวหม้อ
แกงลิงมีความแตกต่างจากยีนท่ีสร้าง Aspartic 
proteinase ในพืชชนิดอ่ืนอยา่งมีนยัส�ำคญั (Kadex 
et al., 2014)

สรุป

การศกึษาพฒันาและคดัเลอืกเคร่ืองหมาย SSR 
สามารถออกแบบไพรเมอร์ได้จ�ำนวน 20 ไพรเมอร์ มี
จ�ำนวน 10 ไพรเมอร์ท่ีสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ
และให้รูปแบบดีเอ็นเออยู่ในสภาวะหลากรูปแบบ
สามารถใช้ในการจัดจ�ำแนกชนิดพันธุ์และศึกษา
ความหลากหลายทางพนัธกุรรมแตล่ะชนิดพนัธุ์ของ
หม้อข้าวหม้อแกงลิงท่ีพบในประเทศไทยได้จ�ำเพาะ
มากขึน้
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