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บทคัดย่อ: หม้อข้าวหม้อแกงลงิเป็นพืชกินแมลงท่ีมีการพฒันาของใบเป็นหม้อท่ีสวยงาม ท�ำให้มีการน�ำหม้อ
ข้าวหม้อแกงลงิออกจากธรรมชาตเิป็นจ�ำนวนมาก สง่ผลให้มีจ�ำนวนลดลง  ดงันัน้จงึจ�ำเป็นท่ีจะต้องอนรัุกษ์
และขยายพนัธุ์หม้อข้าวหม้อแกงลงิให้ได้จ�ำนวนมาก ทัง้นีเ้ทคนิคการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือเป็นอีกวิธีการท่ีเหมาะ
สมตอ่การขยายพนัธุ์ แตก่ารเพ่ิมปริมาณอยา่งรวดเร็วเป็นเวลานานๆ อาจสง่ผลให้เกิดความแปรปรวนทาง
พนัธกุรรม ดงันัน้ในการศกึษานีจ้งึตรวจสอบความแปรปรวนทางพนัธกุรรมของต้นหม้อข้าวหม้อแกงลงิในหลอด
ทดลองด้วยเทคนิค RAPD จ�ำนวน 6 ไพรเมอร์ โดยการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือหม้อข้าวหม้อแกงลงิ N. mirabilis 
จ�ำนวน 2 วิธี คือ วิธีท่ี 1 น�ำชิน้สว่นตาข้างในธรรมชาตมิาเพาะเลีย้งบนอาหารสตูร ½ MS ท่ีเตมิ BA ความเข้ม
ข้น 2.0 มก./ล. เป็นเวลา 6 สปัดาห์ สว่นวิธีท่ี 2 น�ำตาข้างของต้นหม้อข้าวหม้อแกงลงิท่ีเพาะเลีย้งในสภาพ
ปลอดเชือ้เป็นระยะเวลา 1 ปี มาชกัน�ำยอด แล้วน�ำยอดใหมม่าตรวจสอบพนัธกุรรมกบัต้นเดมิ จากการเพาะ
เลีย้งเนือ้เย่ือหม้อข้าวหม้อแกงลงิด้วยวิธีท่ี 1 พบวา่ มีไพรเมอร์จ�ำนวน 2 ไพรเมอร์ ให้แถบดีเอน็เอท่ีชดั และ
เม่ือน�ำมาตรวจสอบไมพ่บความแตกตา่งของรูปแบบดีเอน็เอท่ีเกิดขึน้ แสดงวา่ไมมี่ความแปรปรวนทางพนัธกุรรมเกิดขึน้ 
ในขณะท่ีการตรวจสอบต้นท่ีเจริญจากต้นหม้อข้าวหม้อแกงลงิท่ีอยูใ่นสภาพปลอดเชือ้เป็นเวลา 1 ปี พบวา่ มีไพรเมอร์ 
จ�ำนวน 4 ไพรเมอร์ ท่ีสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอได้ และแสดงให้เหน็ถงึความแตกตา่งของรูปแบบดีเอน็เอใน 
3 สายต้น จากการตรวจสอบในครัง้นี ้พบวา่ มีการเปลีย่นแปลงทางพนัธกุรรมของหม้อข้าวหม้อแกงลงิท่ีขยายพนัธุ์
ด้วยเทคนิคดงักลา่ว
ค�ำส�ำคัญ: การขยายพนัธุ์, ความแปรปรวนทางพนัธกุรรม, การแปรปรวน

ABSTRACT: Nepenthes spp. is dioecious carnivorous plants, which has evolved beautiful 
pitcher. It has been taken from the natural a lot, which resulting in highly reduction of population. 
Therefore, conservation and mass propagation of Nepenthes spp. is necessary. Tissue culture 
technique is a proper way for mass propagation. However, the rapid multiplication or long-term 
cultures may affect to induce somaclonal variation. This study aims to determine somaclonal 
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variation of in vitro N. mirabilis using 6 RAPD primers in N. mirabilis micropropagation with 
2 methods. Method one, axillary buds of wild N. mirabilis was cultured on ½ MS medium 
supplemented with 2.0 mg/l BA for 6 weeks. Method two, axillary bud of 1 year in vitro N. mirabilis 
were cultured for shoot induction then investigate the genetic variation of micropropagated plant 
compared to donor plant. N. mirabilis cultured in method one showed 2 RAPD primers resulted 
in clear, well-separated and reproducible fragments with no polymorphism. This indicated that 
no genetic variation was found in this method. While, evaluation the somaclonal variation of 
shoot from the 1 year in vitro N. mirabilis showed 4 RAPD primers amplified product, and 
revealed polymorphism showing distinctly different banding patterns in the 3 somaclones. This 
indicated that genetic change was found in this method. 
Keywords: Propagation, Somaclonal variation, Variation 

บทน�ำ

หม้อข้าวหม้อแกงลงิ (Nepenthes spp.) มีช่ือ
สามญัวา่ Tropical Pitcher Plant หรือ Monkey Cup 
จดัอยูใ่นวงศ์ Nepenthaceae เป็นพืชท่ีมีความหลาก
หลายมากท่ีสดุในกลุม่พืชกินแมลง หม้อข้าวหม้อแกง
ลงิสว่นใหญ่เจริญอยูใ่นบริเวณท่ีขาดธาตอุาหาร ดงั
นัน้หม้อข้าวหม้อแกงลิงจึงมีการเพ่ิมปริมาณธาตุ
อาหารด้วยการสร้างหม้อดกัแมลง ซึง่สามารถแบง่
ตามอายขุองพืชได้ 2 ลกัษณะ ได้แก่ หม้อลา่ง (Lower 
pitcher) เกิดบริเวณปลายใบใกล้พืน้ดนิ มีทัง้ทรงกลม
และทรงกระบอก มีสสีนัและลวดลายสวยงามสะดดุ
ตาไว้ลอ่เหย่ือ สว่นใหญ่ปากหม้อหนัเข้าหาสายดิง่ และ
หม้อบน (Upper pitcher) เกิดเม่ือพืชเตบิโตจนเป็น
เถาเลือ้ยยาว สายดิง่จะม้วนเป็นมือเกาะเพ่ือพยงุต้น 
สว่นหม้อยืดออกเป็นรูปกรวย ก้นแหลม ปากหม้อหนั
ออกจากสายดิง่ และมกัเปลีย่นเป็นสเีขียวเรียบ (พชั
ญ์สติา และคณะ, 2554) โดยปัจจบุนัหม้อข้าวหม้อ
แกงลงิได้รับความสนใจในตลาดไม้ประดบัทัง้ในเละ
ตา่งประเทศ ท�ำให้พืชชนิดนีถ้กูเก็บจากธรรมชาตมิา
จ�ำหนา่ยเป็นจ�ำนวนมาก สง่ผลให้หม้อข้าวหม้อแกง
ลงิมีจ�ำนวนลดลงและเป็นพืชท่ีเกือบอยูใ่นขา่ยใกล้จะ
สญูพนัธุ์ ดงันัน้จงึต้องขยายพนัธุ์หม้อข้าวหม้อแกงลงิ
เพ่ือเป็นการอนรัุกษ์ การเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือเป็นวิธีการ
ท่ีเหมาะสมในการขยายพนัธุ์พืชให้ได้จ�ำนวนมากและ
ใช้ระยะเวลาสัน้ และมีความส�ำคญัในการสร้างพืชต้น
ใหมท่ี่มีลกัษณะดีเหมือนต้นแมท่กุประการ

แตใ่นทางปฏิบตั ิพบวา่ ปัจจยัจากการเพาะเลีย้ง
เนือ้เย่ือ มีผลท�ำให้เกิดการเปลีย่นแปลงโครงสร้างของ
เซลล์ และเม่ือมีการพฒันาเป็นต้นท่ีสมบรูณ์จะแสดง
ลกัษณะบางประการท่ีแตกตา่งไปจากเดมิ ซึง่ลกัษณะ
ดงักล่าวสามารถถ่ายทอดไปยังรุ่นต่อไปได้ ความ
แปรปรวนท่ีเกิดขึน้นีจ้ึงเป็นปัญหาส�ำคญัของการ
ขยายพนัธุ์พืช ท่ีต้องการผลติพืชท่ีมีลกัษณะตรงตาม
สายพนัธุ์เป็นจ�ำนวนมากๆ ดงันัน้จงึจ�ำเป็นต้องมีการ
ตรวจสอบความแปรปรวนท่ีเกิดขึน้เพ่ือคดัเลอืกพืชท่ี
มีลกัษณะตรงตามสายพันธุ์และลดการเกิดความ
แปรปรวน  โดยปัจจบุนัการตรวจสอบความแปรปรวน
ทางพนัธุกรรมนิยมน�ำเคร่ืองหมายโมเลกลุมาใช้ใน
การตรวจสอบความแตกตา่งในระดบัดีเอน็เอของต้น
พืชท่ีได้จากการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือ เคร่ืองหมาย RAPD 
ถูกน�ำมาใช้ตรวจสอบความแปรปรวนในพืชหลาย
ชนิด เชน่ ขิง (Rout et al. 1998), ยางพารา (ยพุาภรณ์ 
และ สมปอง, 2556), ตะไคร้หอม (Dey et al. 2015), 
ปาล์มน�ำ้มนั (อญัชล ีและ สมปอง, 2555) และหม้อข้าว
หม้อแกงลงิ (Devi et al. 2013) เน่ืองจากเคร่ืองหมาย 
RAPD เป็นเคร่ืองหมายท่ีไมจ่�ำเป็นต้องทราบข้อมลูล�ำดบั
เบสดีเอน็เอของพืชท่ีต้องการตรวจสอบ จงึเป็นวิธีการ
ตรวจสอบดีเอน็เอท่ีสะดวก ท�ำได้งา่ย รวดเร็ว และสามารถ
ตรวจสอบขณะท่ีต้นพืชมีขนาดเลก็ได้อยา่งถกูต้องแมน่ย�ำ 
(สริุนทร์, 2552)

การศกึษาในครัง้นีจ้งึประเมินความแปรปรวนทาง
พนัธกุรรมของหม้อข้าวหม้อแกงลงิท่ีขยายพนัธุใ์นหลอด
ทดลอง โดยใช้เคร่ืองหมาย RAPD เพ่ือให้เป็นข้อมลูพืน้
ฐานในการขยายพนัธุห์ม้อข้าวหม้อแกงลงิตอ่ไป
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วธีิการศกึษา

การเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อหม้อข้าวหม้อแกงลิง
ชกัน�ำยอดหม้อข้าวหม้อแกงลงิ 2 วิธีการ โดย

วิธีท่ี 1 เก็บตวัอยา่งชิน้สว่นข้อของต้นหม้อข้าวหม้อ
แกงลงิในธรรมชาตจิ�ำนวน 5 ต้น ต้นละ 5 ข้อ มา
ฟอกฆ่าเชือ้โดยล้างให้น�ำ้ประปาไหลผ่านเป็นเวลา 
30 นาที แล้วแชใ่นสารกนัราเป็นเวลา 30 นาที ฟอก
ฆา่เชือ้ในสารละลายคลอร็อกซ์ความเข้มข้น 15% 
เขยา่เป็นเวลา 10 นาที และคลอร็อกซ์ความเข้มข้น 
10% เขยา่เป็นเวลา 10 นาที ล้างออกด้วยน�ำ้กลัน่
นึง่ฆา่เชือ้ สว่นวิธีท่ี 2  น�ำชิน้สว่นข้อหม้อข้าวหม้อ
แกงลิงท่ีมีการขยายพนัธุ์ในหลอดทดลองเป็นระยะ
เวลา 1 ปี มาชกัน�ำยอด  โดยชกัน�ำยอดจากชิน้สว่น
ข้อทัง้ 2 วิธี บนอาหารแข็งสตูร ½ MS ท่ีเติมสาร
ควบคมุการเจริญเตบิโต BA ความเข้มข้น 2.0 มก./ล. 
เพาะเลีย้งท่ีอณุหภมิู 25 ± 2๐C ให้แสง 16 ชัว่โมงตอ่
วนั เป็นเวลา 5 สปัดาห์ เก็บตวัอยา่งใบออ่นจาก
ยอดท่ีชกัน�ำได้ไปสกดัดีเอน็เอ 

การสกัดดเีอน็เอ
น�ำใบอ่อนหม้อข้าวหม้อแกงลิงจากต้นใน

ธรรมชาต ิ ต้นในหลอดทดลองเป็นระยะเวลา 1 ปี 
และจากยอดท่ีชกัน�ำได้จากการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือ
ทัง้ 2 วิธี มาสกดัดีเอน็เอโดยดดัแปลงตามวิธีของ 
Doyle และ Doyle (1987) โดยน�ำตวัอยา่งใบออ่น 
30-50 มก.  ใสใ่นหลอดไมโครทิวป์ขนาด 1.5 มล. 
เตมิ CTAB บบัเฟอร์ (2% CTAB, 1.4 M NaCl, 20 
mM EDTA pH 8.0, 100 mM Tris-HCl pH 8 ) 
ปริมาตร 500 ไมโครลติร บดให้ละเอียด พลกิหลอด
กลบัไปมา แล้วน�ำไปบม่ไว้ในอา่งน�ำ้ควบคมุอณุหภมิู 
(Water bath) ท่ีอณุหภมิู 65 ๐C เป็นเวลา 60 นาที 
โดยกลบัหลอดทกุๆ 15 นาที จากนัน้เตมิ Chloroform : 
Isoamyl alcohol อตัราสว่น 24:1 ปริมาตร 500 
ไมโครลติร ผสมให้เข้ากนัแล้วน�ำไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 
10,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 10 นาที ดดูสว่นใสใส่
หลอดใหมป่ระมาณ 500 ไมโครลติร ท�ำซ�ำ้ 2 รอบ 
จากนัน้เตมิเอทิลแอลกอฮอล์ปริมาตร 500 ไมโครลติร 
แล้วน�ำไปเก็บท่ีอณุหภมิู -20 ๐C เป็นเวลา 3 ชัว่โมง 

น�ำไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 10,000 รอบตอ่นาที เป็น
เวลา 10 นาที เทสว่นใสทิง้ แล้วล้างตะกอนดีเอน็เอ
ด้วยเอทิลแอลกอฮอล์ความเข้มข้น 70% ปริมาตร 
500 ไมโครลติร น�ำไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 10,000 รอบ
ตอ่นาที เป็นเวลา 10 นาที และเทสว่นใสทิง้ จากนัน้
น�ำไปป่ันเหว่ียงเป็นเวลา 5 วินาที ดดูสว่นใสออกอีก
ครัง้ ปลอ่ยให้ตะกอนแห้งท่ีอณุหภมิูห้อง แล้วละลาย
ตะกอนดีเอน็เอด้วย TE บฟัเฟอร์ปริมาตร 20 ไมโครลติร 
จากนัน้เตมิ RNaseA ความเข้มข้น 10 มก. ปริมาตร 
2 ไมโครลติร แล้วน�ำไปบม่ท่ีอณุหภมิู 37 ๐C เป็นเวลา 
30 นาที เม่ือครบเวลาแล้วน�ำไปเก็บไว้ท่ีอณุหภมิู -20 ๐C

การตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรม
ของหม้อข้าวหม้อแกงลิงโดยใช้เทคนิค RAPD

เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอท่ีสกัดได้จากใบอ่อนของ
หม้อข้าวหม้อแกงลิง โดยใช้เทคนิค Polymerase 
Chain Reaction (PCR) ด้วย ไพรเมอร์ RAPD 
จ�ำนวน 6 ไพรเมอร์ คือ OPA-11(CAATCGCCGT), 
OPC-07 (GTCCCGACGA), OPK-19(CACAGGCGGA), 
OPH-05(AGTCGTCCCC), OPH-13(GACGCCACAC) 
และOPK-13(GGTTGTACCC) (นิรันดร, 2557) มี
ปฏิกิริยารวมปริมาตร 10 ไมโครลติร ประกอบด้วย 
ดีเอน็เอตวัอยา่งความเข้มข้น 100 ng ไพรเมอร์ความ
เข้มข้น 10 mM buffer ความเข้มข้น 1X แมกนีเซียม
คลอไรด์ความเข้มข้น 2.5 mM ดีออกซีนิวคลโีอไทด์
ฟอสเฟต (dNTP) ความเข้มข้นชนิดละ 0.2 mM และ
เอนไซม์ Taq DNA polymerase ความเข้มข้น 1 U 

ส�ำหรับปฏิกิริยา PCR ใช้อณุหภมิูเร่ิมต้น 95 ๐C 
เป็นเวลา 4 นาที ตามด้วยขัน้ตอน Denaturation ใช้
อณุหภมิู 94 ๐C เป็นเวลา 1 นาที ตอ่มาขัน้ตอน 
Annealing ใช้อณุหภมิู 32 ๐C เป็นเวลา 1 นาที และ
ขัน้ตอน Extention ใช้อณุหภมิู 72 ๐C เป็นเวลา 2 
นาที และขัน้ตอน Denaturation ใช้อณุหภมิู 94 ๐C 
เป็นเวลา 1 วินาที ตอ่มาขัน้ตอน Annealing เพ่ิม
อณุหภมิูเป็น 38 ๐C เป็นเวลา 1 นาที เพ่ือให้ไพรเม
อร์จ�ำเพาะกบัดีเอน็เอแมแ่บบมากขึน้ และขัน้ตอน 
Extention ใช้อณุหภมิู 72 ๐C เป็นเวลา 2 นาที ทัง้ 3 
ขัน้ตอนนีท้�ำซ�ำ้ทัง้สิน้ 40 รอบ ในขัน้ตอนสดุท้ายใช้
อณุหภมิู 72 ๐C เป็นเวลา 10 นาที อีก 1 รอบ
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การตรวจสอบผลผลิตจากเทคนิค PCR    
น�ำผลผลติท่ีได้จากการท�ำ PCR ปริมาณ 3 ไมโครลติร 

มาตรวจสอบรูปแบบดีเอน็เอ โดยวิธีอิเลก็โทรโฟรีซสิบน
แผน่เจลอะกาโรส ความเข้มข้น 1.5% ในสารละลาย 
TBE buffer (Tris Base, Boric acid, Na

2
EDTA 0.5 M, 

pH 8.0) ใช้แรงเคลือ่นไฟฟา้ 50 V เป็นเวลา 60 นาที น�ำ
ไปตรวจสอบภายใต้แสงอลัตร้าไวโอเลต ด้วยเคร่ือง Gel 
documentation เปรียบเทียบแถบดีเอน็เอท่ีปรากฏ
ระหวา่งแถบดีเอน็เอของต้นหม้อข้าวหม้อแกงลงิท่ีได้
จากการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือทัง้ 2 วิธีกบัต้นแมข่องแตล่ะ
วิธี เพ่ือประเมินความแปรปรวนทางพนัธกุรรม

ผลการศกึษา

การเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อหม้อข้าวหม้อแกงลิง
จากการน�ำชิน้ส่วนตาข้างของหม้อข้าวหม้อ

แกงลงิในธรรมชาต ิ(วิธีท่ี 1) มาเพาะเลีย้งบนอาหาร
สตูร ½MS ท่ีเตมิ BA ความเข้มข้น 2 มก./ล. พบวา่ 
ตาข้างสามารถเจริญเติบโตได้หลงัเพาะเลีย้งเป็น
เวลา 1 สปัดาห์ มีลกัษณะเป็นยอดแหลม เม่ือเพาะ
เลีย้งเป็นเวลา 3 สปัดาห์ ใบเร่ิมคลี่ออกจากยอด 
และสร้างใบสมบรูณ์ 2 ใบในสปัดาห์ท่ี 5 (Figure 1) 

ส่วนการชักน�ำยอดจากต้นหม้อข้าวหม้อแกงลิงท่ี
เพาะเลีย้งในสภาพปลอดเชือ้เป็นระยะเวลา 1 ปี (วิธีท่ี 2) 
พบวา่ ตาข้างสามารถเจริญเตบิโตได้หลงัจากการ
เพาะเลีย้งเป็นเวลา 2 สปัดาห์ มีลกัษณะเป็นใบเร่ิม
คลี่ออกจากยอด 1 ใบ โดยเร่ิมสร้างใบสมบรูณ์ 2 ใบ
ในสปัดาห์ท่ี 3 เละมีการสร้างใบเพ่ิมขึน้ 5-6 ใบ ใน
สปัดาห์ท่ี 4 และใบมีการเจริญเตบิโตเตม็ท่ี เม่ือเพาะ
เลีย้งเป็นเวลา 5 สปัดาห์ (Figure 2) 

การตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรม
ของหม้อข้าวหม้อแกงลิงที่ เพาะเลีย้งเนือ้เย่ือ
จากต้นหม้อข้าวหม้อแกงลิงในธรรมชาติโดย
ใช้เทคนิค RAPD

จากการเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอท่ีสกดัได้จากใบออ่น 
ของหม้อข้าวหม้อแกงลิงท่ีขยายพันธุ์ ด้วยเทคนิค
เพาะเลีย้งเนือ้เย่ือเปรียบเทียบกบัตวัอย่างหม้อข้าว
หม้อแกงลงิในธรรมชาต ิโดยใช้ไพรเมอร์ RAPD จ�ำนวน 
6 ไพรเมอร์ พบวา่ ไพรเมอร์ OPH-13 และ OPK-19 
สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอและปรากฏแถบดีเอน็เอ
ท่ีชดัเจน โดยแถบดีเอน็เอท่ีได้มีจ�ำนวนและขนาดท่ี
ไมแ่ตกตา่งกนั (Figure 3)

Figure 1 Regeneration of shoots from natural N. mirabilis axillary bud on ½MS medium supplemented 
with 2 mg/L BA for 1 week (A), 2 weeks (B), 3 weeks (C), 4 weeks (D) and 5 week s (E)

Figure 2 Regeneration of shoots from 1 year in vitro N. mirabilis axillary bud on ½MS medium sup-
plemented with 2 mg/L BA for 2  weeks (A), 3 weeks (B), 4 weeks (C), and 5 weeks (D)



KHON KAEN AGR. J. 47 (SUPPL. 1) : (2019).		  519

การตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรม
ของหม้อข้าวหม้อแกงลิงที่ เพาะเลีย้งเนือ้เย่ือ
จากต้นหม้อข้าวหม้อแกงลิงที่ เพาะเลีย้งใน
สภาพปลอดเชือ้ 1 ปี โดยใช้เทคนิค RAPD

จากการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของหม้อข้าวหม้อ
แกงลงิด้วยไพรเมอร์ RAPD จ�ำนวน 6 ไพรเมอร์ เม่ือ

ตรวจสอบผลผลติ PCR ท่ีได้ด้วยวิธีเจลอิเลก็โทร
โฟเรซสิ พบวา่ มีเพียง 4 ไพรเมอร์ ได้แก่ OPA-11, 
OPC-07, OPH-05 และ OPH-13 ท่ีสามารถเพ่ิม
ปริมาณดีเอน็เอหม้อข้าวหม้อแกงลงิได้ และแสดง
ลกัษณะโพลีมอร์ฟิซมึของแถบดีเอน็เอ ซึง่จากการ
ตรวจสอบด้วยไพรเมอร์ OPA-11 พบวา่ เกิดโพลี

Figure 3 DNA pattern from  leaves of N. mirabilis in Nature (Lane 1-5), distilled water (Lane 6, Negative 
control) and micropropagation plant (Lane 7-11) with RAPD technique using primer OPH-
13 (A) and OPK-19 (B) (Lane M: 100 bp ladder, Thermo Scientific, USA)

Figure 4 DNA pattern from Mother plant of N. mirabilis clone 1-5 (Lane 1, 3, 5, 7 and 10) and miclopropag-
eted clone 1-5 ( Lane 2, 4, 6, 8-9 and 11) with RAPD technique using primer OPA-11 (A), OPC-
07 (B), OPK-13 (C) and OPH-13 (D) (Lane M: 100 bp ladder, Thermo Scientific, USA)

มอร์ฟิซมึ 1 แถบ ในสายต้นท่ี 3 เม่ือเทียบกบัต้นใน
สภาพปลอดเชือ้ 1 ปี จากการตรวจสอบด้วยไพรเม
อร์ OPH-13 พบวา่ เกิดโพลีมอร์ฟิซมึจ�ำนวน 2 แถบ
ในสายต้นท่ี 4 เม่ือเทียบกบัต้นในสภาพปลอดเชือ้ 1 ปี 
และจากการตรวจสอบด้วยไพรเมอร์ OPC-07 และ 
OPK-13 พบวา่ เกิดโพลีมอร์ฟิซมึจ�ำนวน 1 แถบใน
สายต้นท่ี 5 เม่ือเทียบกบัต้นในสภาพปลอดเชือ้ 1 ปี  
(Figure 4) 

วจิารณ์

จากการขยายพันธุ์ ต้นหม้อข้าวหม้อแกงลิง
ด้วยเทคนิคการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือ พบวา่ สว่นของ
ตาข้างมีเจริญเตบิโตช้า อีกทัง้สว่นของตาข้างมีซอก
หลืบระหวา่งก้านใบกบัล�ำต้น เป็นแหลง่สะสมของ
เชือ้ตา่งๆ ท�ำให้ยากตอ่การท�ำความสะอาด ดงันัน้
การเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือต้นหม้อข้าวหม้อแกงลิงจาก
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ธรรมชาตจิงึพบการปนเปือ้นสงู ชิน้สว่นรอดน้อย และ
เจริญเตบิโตคอ่นข้างช้า เน่ืองจากมีการสร้างสารฟีนอลกิสงู 
ท�ำให้เกิดการออกซเิดชัน่ของสารฟีนอลกิซึง่มีผลตอ่การ
เจริญเตบิโตของเซลล์พืชเพาะเลีย้ง (Castro et al. 2016)

จากการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์ 
RAPD จ�ำนวน 6 ไพรเมอร์ พบวา่มี 2 ไพรเมอร์ ท่ี
เพ่ิมปริมาณดีเอน็เอได้ และไมพ่บความแปรปรวน
ทางพนัธุกรรมจากการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือหม้อข้าว
หม้อแกงลงิในธรรมชาต ิ เชน่เดียวกบังานวิจยัของ 
Devi et al. (2013) ท่ีตรวจสอบความแปรปรวนทาง
พนัธกุรรมของต้นหม้อข้าวหม้อแกงลงิสายพนัธุ์ N. 
khasiana ท่ีขยายพนัธุ์ด้วยเทคนิคการเพาะเลีย้ง
เนือ้เย่ือ เม่ือตรวจสอบความแปรปรวนด้วยเทคนิค 
RAPD จ�ำนวน 80 ไพรเมอร์ พบวา่มี 14 ไพรเมอร์ ท่ี
สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้และไม่พบความ
แปรปรวนทางพนัธกุรรม จากการศกึษายอดท่ีเกิด
จากต้นหม้อข้าวหม้อแกงลิงท่ีเพาะเลีย้งในสภาพ
ปลอดเชือ้เป็นเวลา 1 ปี พบวา่มี 4 ไพรเมอร์ ท่ีสามารถ
เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้และแสดงลกัษณะโพลีมอร์ฟิ
ซมึของแถบดีเอน็เอ นัน่คือเกิดความแปรปรวนทาง
พนัธกุรรมขึน้ เชน่เดียวกบัรายงานของ Devi et al. (2014) 
ตรวจสอบความแปรปรวนทางพนัธกุรรมของต้นหม้อ
ข้าวหม้อแกงลงิสายพนัธุ์ N. khasiana ด้วยเทคนิค 
RAPD และ ISSR  พบความแปรปรวนทางพนัธกุรรม
ขึน้ในต้นหม้อข้าวหม้อแกงลงิรุ่นท่ี 3 ท่ีขยายพนัธุ์ด้วย
การเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือ ความแปรปรวนท่ีเกิดขึน้นัน้อาจ
เกิดจากการกลายพนัธุ์ของเซลล์ร่างกายท่ีเรียกว่า 
ไคเมอร่า ( Chimera) เน่ืองจากมียอดเพียงบางชิน้สว่นท่ี
มีพนัธกุรรมเปลีย่นแปลงไป ทัง้นีก้ารเกิดไคเมอร่าเป็นการ
เกิดการกลายพนัธุ์ท่ีไมค่งตวั โดยปรากฏอยูร่ะยะเวลา
หนึง่เทา่นัน้ ท�ำให้ลกัษณะท่ีเกิดขึน้ไมแ่สดงออกทาง
สณัฐานวิทยา (คมกฤษณ์ และสชุาดา, 2559)

จากการศกึษาพบวา่ ชิน้สว่นหม้อข้าวหม้อแกง
ลงิในธรรมชาติมีการปนเปือ้นสงูท�ำให้มีชิน้สว่นรอด
ชีวิตน้อย ดงันัน้ควรมีการศกึษาวิธีการฟอกฆา่เชือ้ท่ี
เหมาะสมเพ่ือลดอตัราการปนเปือ้น รวมถงึดีเอน็เอท่ี
สกดัได้พบวา่มีคณุภาพต�ำ่ เน่ืองจากหม้อข้าวหม้อ

แกงลงิเป็นพืชท่ีมีสารประกอบฟีนอลในปริมาณสงู  สง่
ผลให้ดีเอน็เอท่ีสกดัได้มีการปนเปือ้นของสารฟีนอลกิ
ในปริมาณสงู  ท�ำให้ดีเอน็เอมีความบริสทุธ์ิน้อย 
(เบญจมาศ และคณะ, 2559) อาจสง่ผลตอ่การเกิด
ปฏิกิริยา ดงันัน้อาจเพ่ิมประสทิธิภาพของวิธีการสกดั
ดีเอน็เอโดยการใช้ Polyvinyl pyrrolidone (PVP) ร่วม
กบั CTAB เพ่ือลดสารทตุยิภมิู เชน่ สารประกอบฟี
นอล และโพลแีซคคาไรด์ ซึง่เป็นสารท่ีรบกวนปฏิกิริยา
การท�ำงานของเอนไซม์ในเทคนิคทางชีวโมเลกุล 
(Mathew et al, 2014) 

สรุป

จากการตรวจสอบความแปรปรวนทางพนัธกุรรม
ของหม้อข้าวแกงลิงท่ีขยายพันธุ์ ด้วยเทคนิคการ
เพาะเลีย้งเนือ้เย่ือ โดยใช้เทคนิค RAPD จ�ำนวน 6 
ไพรเมอร์ พบวา่ มี 2 ไพรเมอร์ คือ ไพรเมอร์ OPH-
13 และ OPK-19 ท่ีสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอได้
และไมพ่บความแปรปรวนทางพนัธุกรรมเม่ือเปรียบ
เทียบระหวา่งยอดใหมท่ี่ได้จากการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือ
กบัต้นแมใ่นธรรมชาต ิ ในขณะท่ีการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือ
จากต้นหม้อข้าวหม้อแกงลิงในสภาพปลอดเชือ้เป็น
เวลา 1 ปี พบวา่ มี 4 ไพรเมอร์ ได้แก่ OPA-11, 
OPC-07, OPH-05 และ OPH-13 ท่ีสามารถเพ่ิม
ปริมาณดีเอน็เอได้ และแสดงให้เหน็ถงึความแปรปรวน
ของรูปแบบดีเอน็เอใน 3 สายต้น จากการศกึษาครัง้นี ้
พบวา่สามารถน�ำเทคนิค RAPD มาใช้ในการตรวจ
สอบความแปรปรวนทางพนัธกุรรมของต้นหม้อข้าวหม้อ
แกงลงิในหลอดทดลองได้ ข้อมลูท่ีได้น�ำไปสูก่ารปรับวิธี
การเพาะเลีย้งเพ่ือไมใ่ห้เกิดความแปรปรวนตอ่ไป

ค�ำขอบคุณ

ได้รับการสนบัสนนุทนุอดุหนนุการท�ำวิจยัจาก
มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์ วิทยาเขตสรุาษฎร์ธานี 
และศูน ย์ วิทยาศาสตร์และเค ร่ือง มือกลาง ท่ี
อนเุคราะห์เคร่ืองมือครุภณัฑ์และสถานท่ีในการท�ำวิจยั
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