
วารสารวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี ปีที่ 22 ฉบับท่ี 2 เมษายน - มิถุนายน 2557 

*ผู้รับผิดชอบบทความ : narumolpla@yahoo.com 

 

การประเมินความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม 
และการจ าแนกหม้อข้าวหม้อแกงลิงด้วยเทคนิคแฮตอาร์เอพีดี 

Assessment of Genetic Relationships and Identification of 
Nepenthes spp. Using HAT-RAPD Technique 

 

เกียรติชัย แซ่ไต่, เปรมณัช ขุนปักษี และธีระชัย ธนานันต์ 
ภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวทิยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวทิยาลัยธรรมศาสตร์ ศูนย์รังสิต 

ต าบลคลองหนึ่ง อ าเภอคลองหลวง จังหวัดปทุมธานี 12120 

นฤมล ธนานันต์* 
คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลยัราชภฏัวไลยอลงกรณ์ ในพระบรมราชูปถัมภ์ 

ต าบลคลองหนึ่ง อ าเภอคลองหลวง จังหวัดปทุมธานี 13180 
Kiattichai Saetai, Premmanuch Khunpagsee and Theerachai Thanananta 

Department of Biotechnology, Faculty of Science and Technology, Thammasat University, Rangsit 
Centre, Khlong Nueng, Khlong Luang, Pathum Thani 12120 

Narumol Thanananta* 
Faculty of Science and Technology, Valaya Alongkorn Rajabhat University under Royal Patronage, 

Khlong Nueng, Khlong Luang, Pathum Thani 13180 
 

  

บทคัดย่อ 
หม้อข้าวหม้อแกงลิงเป็นพืชกินแมลงชนิดหนึ่งท่ีได้รับความสนใจในการเพาะเลี้ยงเป็นล าดับต้น ๆ แต่ปัจจุบัน

ยังมีข้อมูลเกี่ยวกับความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของพืชสกุลนี้ไม่มากนัก ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงใช้เทคนิคแฮตอาร์เอพีดีใน
การจ าแนกหม้อข้าวหม้อแกงลิง จ านวน 8 ตัวอย่าง ซึ่งประกอบด้วยพันธุ์แท้ 5 ชนิด และลูกผสม 3 ตัวอย่าง โดย
เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของหม้อข้าวหม้อแกงลิงด้วยไพรเมอร์แบบสุ่ม 72 สาย พบว่าไพรเมอร์ 15 สาย ให้ลายพิมพ์     
ดีเอ็นเออย่างชัดเจน เมื่อน าไพรเมอร์ทั้ง 15 สาย มาตรวจสอบดีเอ็นเอของหม้อข้าวหม้อแกงลิงแต่ละตัวอย่าง พบว่า
สามารถแยกความแตกต่างระหว่างตัวอย่างได้ด้วยแถบดีเอ็นเอที่จ าเพาะ นอกจากนี้ยังพบไพรเมอร์แบบสุ่ม C24 ที่
สามารถจ าแนกหม้อข้าวหม้อแกงลิงทั้ง 8 ตัวอย่าง ได้โดยใช้ไพรเมอร์เพียงสายเดียว เมื่อวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทาง
พันธุกรรมพบว่ามีค่าสัมประสิทธ์ิความเหมือนอยู่ระหว่าง 0.52 ถึง 0.83 
 

ค าส าคัญ : หม้อข้าวหม้อแกงลิง; การจ าแนก; ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม; แฮตอาร์เอพีดี 
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Abstract 
Nepenthes as a carnivorous plant type, which has been reported to be on top of plat 

culture list. However it is lack of knowledge about the genetic relationships of this genus. This 
research, we used the high annealing temperature-random amplified polymorphic DNA (HAT-
RAPD) technique to identify 8 samples (5 species and 3 hybrids) of Nepenthes. Seventy-two 
random primers were screened and 15 primers gave clear amplified products and these primers 
were used to analyze all samples. These results showed polymorphism among 8 samples with 
specific DNA bands. In addition, we found that the random primer C24 can be used to separate 
all samples from each other by using only one primer. The dendrogram constructed based on 
polymorphic bands showed genetic similarities among 8 samples with similarity coefficients 
ranging from 0.52 to 0.83. 
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1. บทน า 
หม้อข้าวหม้อแกงลิง (Nepenthes spp.) มีช่ือ

สามัญว่า tropical pitcher plant  หรือ  monkey  
cup  เป็นพืชกินแมลงที่ได้รับความสนใจเพาะเลี้ยงเป็น
ล าดับต้น ๆ เนื่องจากสามารถพบเห็นหม้อข้าวหม้อ 
แกงลิงได้ไม่ยากนัก ส่วนใหญ่มีถิ่นก าเนิดในแถบเอเชีย
ตะวันออกเฉียงใต้ และมี 3 ชนิด ท่ีกระจายพันธุ์ไปไกล
ทางตะวันออกถึงทวีปออสเตรเลีย และอีก 2 ชนิด 
กระจายพันธุ์ไปไกลทางตะวันตกถึงเกาะมาดากัสการ์ 
หม้อข้าวหม้อแกงลิงเป็นพืชกินแมลงที่มีลักษณะโดด
เด่นและนิยมปลูกเป็นไม้ประดับมากที่สุดในเมืองไทย 
ปัจจุบันมีการค้นพบในธรรมชาติมากกว่า 100 ชนิด 
และยังมีรายงานการพบชนิดใหม่ ๆ เพิ่มขึ้นทุกปี [1] 

หม้อข้าวหม้อแกงลิงส่วนใหญ่ เจริญอยู่ ใน
บริ เวณ ที่ มี น้ าท่ วมขั ง ซึ่ งเป็ นบริ เวณ ที่ ขาดธาตุ
ไนโตรเจน ดังนั้นหม้อข้าวหม้อแกงลิงจึงมีการปรับตัว
หรือมีวิวัฒนาการด้วยการเปลี่ยนใบไปเป็นถุงดักแมลง
หรือที่เรียกว่าหม้อ (pitcher) ทั้งนี้เพื่อเพิ่มปริมาณธาตุ
ไนโตรเจนให้แก่ต้นหม้อข้าวหม้อแกงลิงนั่นเอง โดย
รูปร่างลักษณะที่ใช้ในการจัดจ าแนกหม้อข้าวหม้อแกง 

ลิงออกจากพืชอื่น ๆ คือ ลักษณะของใบที่เปลี่ยนไปท า
หน้าที่พิเศษคือเป็นถุงส าหรับดักจับแมลง โดยจะไม่มี
กลีบดอก แต่มีรังไข่อยู่เหนือวงกลีบ (superior ovary) 
[2] 

หม้อข้าวหม้อแกงลิงเป็นพืชใบเลี้ยงคู่ที่เป็นไม้
เลื้อย มีใบเดี่ยวรูปขอบขนานถึงรูปไข่ ปลายเรียวแหลม 
เส้นกลางใบนูนเป็นสันแข็ง ด้านท้องใบยืดยาวออกเป็น
สายเรียกว่ามือพัน (tendril) หรือที่ผู้ปลูกเลี้ยงเรียกกัน
ว่าสายดิ่ง ส่วนปลายพองออกเป็นกระบอกดักเหยื่อที่ผู้
ปลูกเลี้ยงนิยมเรียกว่าหม้อ มี 2 ลักษณะตามอายุของ
พืช ได้แก่ หม้อล่างและหม้อบน มีดอกแยกเพศอยู่ต่าง
ต้นกัน (dioecious) และส่วนใหญ่พบว่าให้ดอกเพศผู้
มากกว่าดอกเพศเมีย ช่อดอกเป็นช่อกระจะ (raceme) 
หรือช่อแยกแขนง (panicle) แต่ละแขนงย่อยมี 1-3 
ดอก ส าหรับดอกเพศเมีย ยอดเกสรเพศเมียอยู่บนรังไข่
รูปรี ส่วนช่อดอกเพศผู้มีขนาดใหญ่ และมีจ านวนดอก
มากว่าช่อดอกเพศเมีย อับเรณูอยู่ส่วนปลาย เมื่อพร้อม
ผสมพันธุจ์ะแตกออก ภายในมีละอองเรณูสีเหลือง เมื่อ
ดอกเพศเมียได้รับการผสมเกสรแล้วจะพัฒนาจนมี
ขนาดใหญ่ขึ้นเป็นฝักรูปรีเรียวยาว ฝักแก่มีสีน้ าตาล ซึ่ง
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เมื่อแก่จัดจะแตกออกเป็น 4 พู ภายในมีเมล็ดเล็ก ๆ 
คล้ายเส้นด้ายประมาณ 50-500 เมล็ด [1] 

ปัจจุบันมีการปรับปรุงพันธุ์หม้อข้าวหม้อแกง 
ลิงด้วยการผสมข้ามพันธุ์ ซึ่งท าให้ได้ลูกผสมใหม่ ๆ ที่
จ าหน่ายทางการค้าเพิ่มขึ้นหลายพันธุ์ ดังนั้นงานวิจัยนี้
จึงมีจุดประสงค์เพื่อศึกษาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม 
(genetic relationship) ของหม้อข้าวหม้อแกงลิงใน
ประเทศไทยด้วยการวิเคราะห์ลายพิมพ์ดีเอ็นเอท่ีสร้าง
จ าก เท ค นิ ค แ ฮ ต อ า ร์ เอ พี ดี  (HAT-RAPD, high 
annealing temperature random amplified 
polymorphic DNA) โด ย ใ ช้ ไพ ร เม อ ร์ แ บ บ สุ่ ม 
(random primer) ขนาด 12 นิวคลีโอไทด์ ในการเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสหรือ  
พีซีอาร์ (PCR, polymerase chain reaction) [3] ซึ่ง
เป็นเทคนิคที่ท าได้สะดวก รวดเร็ว ใช้ดีเอ็นเอปริมาณ
น้อย ไม่จ าเป็นต้องทราบข้อมูลล าดับดีเอ็นเอ และ
ประหยัดค่าใช้จ่ายกว่าเทคนิคเครื่องหมายดีเอ็นเอชนิด
อื่น [4] 
 

2. อุปกรณ์และวิธีการ 
2.1 ตัวอย่างหม้อข้าวหม้อแกงลิง 

หม้อข้าวหม้อแกงลิงที่ใช้ในการวิจัยนี้มี 8 
ตั วอย่ า ง  ป ระกอบด้ วยพั น ธุ์ แท้  5 ชนิ ด  ได้ แ ก่ 
Nepenthes mirabilis, N. ampullaria, N. 
bicalcarata, N. globosa Viking แ ล ะ  N. giant 
tiger และลูกผสม 3 ตั วอย่ าง ได้ แก่  ลูกผสม N. 
mirabilis x N. mirabilis ลู ก ผ ส ม  N. viking x N. 
kuchingensis และลูกผสม N. viking x N. thorelii 

2.2 การสกัดดีเอ็นเอ 
สกัดดีเอ็นเอด้วยวิธีประยุกต์จาก Doyle 

และ Doyle [5] โดยช่ังช้ินส่วนใบประมาณ 6 กรัม 
บัฟเฟอร์สกัด (extraction buffer; 4 % CTAB, 2.5 
M NaCl, 0.6 % SDS, 20 mM EDTA pH 8.0, 100 
mM tris-HCl pH 8.0 แ ล ะ  0.1 % sodium 

metabisulfite) ป ริ ม า ต ร  20 มิ ล ลิ ลิ ต ร  แ ล ะ 
polyvinyl pyrolidone 0.3 กรัม บดให้ละเอียด เติม 
-mercaptoethonol ปริมาตร 20 ไมโครลิตร น าไป
บ่มที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง 
เติ ม ค ล อ โร ฟ อ ร์ ม  : ไอ โซ เอ มิ ล แ อ ล ก อ ฮ อ ล์ 
(chloroform : isoamyl alcohol = 24:1) ปริมาตร 
1 เท่า น าไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000  x g 
เป็นเวลา 10 นาที ดูดสารละลายส่วนบนใส่หลอดใหม่ 
แล้วเติมลิเนียร์พอลิอะคริลาไมด์ (linear polyacryl-
amide) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร และไอโซโพรพา-
นอล (isopropanol) ปริมาตร 1 เท่ า น าไปบ่ มที่
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที เมื่อ
ครบเวลาน าไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 x g 
เป็นเวลา 15 นาที หลังจากนั้นจึงแยกสารละลายใส
ส่วนบนมาเติมลิเนียรพ์อลิอะครลิาไมด์ 140 ไมโครลิตร 
และไอโซโพรพานอล 7 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันและ
น าไปบ่มที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 
นาที เมื่อครบเวลาน าไปหมุนเหวี่ยงท่ี 12,000 x g เป็น
เวลา 15 นาที หลังจากนั้นจึงเทสารละลายทิ้งและล้าง
ตะกอนด้วยบัฟเฟอร์ล้าง (washing buffer; 10 mM 
sodium acetate pH 5.2 แ ล ะ  70 % ethanol) 
ปล่ อย ให้ แห้ ง  แล้ วละล ายตะกอน ในพั ฟ เฟอร์         
อาร์เอ็น เอส (RNase buffer; 10 mM Tris-HCl pH 
8.0 และ 15 mM NaCl) 500 ไมโครลิตร เติมเอนไซม์ 
RNase A (10 mg/ml) 4 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที เมื่อครบเวลาสกัด
ด้วย ฟีนอล : คลอโรฟอร์ม : ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ 
( phenol : chloroform : isoamyl alcohol = 
25:24:1) 1 ครั้ง และสกัดด้วยคลอโรฟอร์ม : ไอโซ   
เอมิลแอลกอฮอล์ อีก 1 ครั้ง หลังจากนั้นจึงย้าย
สารละลายใสส่วนบนมาเติมลิเนียร์พอลิอะคริลาไมด์ 
70 ไมโครลิตร และเติมโซเดียมอะซิเตต ความเข้มข้น 
3 โมลาร์ (pH 5.2) ให้ได้ 10 เปอร์เซ็นต์ ของปริมาตร 
แล้วเติมไอโซโพรพานอลให้ได้ 50 เปอร์เซ็นต์ ของ
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ปริมาตร บ่มที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
30 นาที น าไปหมุนเหวี่ยงที่ 12,000 x g เป็นเวลา 10 
นาที หลังจากนั้นจึงเทสารละลายทิ้งและล้างตะกอน
ด้วยเอทานอล 70 เปอร์เซ็นต์ แล้วผึ่งตะกอนให้แห้ง 
แล้วละลายตะกอนด้วยบัฟเฟอร์ทีอี (TE buffer; 10 
mM Tris-HCl pH 8.0 และ 1.0 mM EDTA) ปริมาตร 
200-300 ไมโครลิตร 

ตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอที่ได้ด้วยวิธีวัดค่า
การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 และ 280 นาโน
เมตร (nm) และตรวจสอบคุณภาพดี เอ็น เอด้วย
เทคนิคอิเล็กโทรโฟรีซิส (electrophoresis) ในเจล  
อะกาโรส (agarose gel) 0.8 เปอร์เซ็นต์ [6] 

2.3 การตรวจสอบลายพิมพ์ดีเอ็นเอด้วย
เทคนิคแฮตอาร์เอพีดี 

2.3.1 การคัดเลือกชนิดไพรเมอร์ 
รวมดีเอ็นเอของหม้อข้าวหม้อแกงลิง

ทั้ง 8 ตัวอย่าง (ในปริมาณเท่า ๆ กัน) เข้าด้วยกัน แล้ว
น าไปท าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสโดยใช้ไพรเมอร์
แบบสุ่ม จ านวน 72 สาย แบ่งเป็นไพรเมอร์ชุด A2, B2, 
C2, D2, E2 และ F2 จากบริษัท Wako Company 
(ประเทศญี่ปุ่น) และตรวจสอบลายพิมพ์ดีเอ็นเอด้วย
เทคนิคอิเล็กโทรโฟรีซิสในเจลอะกาโรสความเข้มข้น
ร้อยละ 1.5 โดยมวลต่อปริมาตร [7] 

เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ 100 ng ด้วย
ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสในบัฟเฟอร์ 1 เท่า (50 mM 
KCl, 20 mM Tris-HCl pH 8.4 แ ล ะ  2.5 mM 
MgCl2) ซึ่ งมี นิ วคลี โอไทด์  4 ชนิ ด  (dATP, dCTP, 
dGTP และ dTTP) ชนิดละ 200 M ไพรเมอร์แบบ
สุ่ม 250 nM และเอนไซม์  Taq DNA polymerase 
(InvitrogenTM life technology, Brazil) 1 ยูนิต [7] 
ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสมี 3 ขั้นตอน คือ (1) บ่มที่
อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 3 นาที จ านวน 1 
รอบ (2) บ่มที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 30 
วินาที, อุณหภูมิ 46 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที 

และอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที จ านวน 
40 รอบ และ (3) บ่มที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 
นาน 5 นาที จ านวน 1 รอบ แล้วตรวจสอบลายพิมพ์  
ดีเอ็นเอด้วยเทคนิคอิเล็กโทรโฟรีซิสในเจลอะกาโรส 
1.5 เปอร์เซ็นต์ 

2.3.2 การสร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอ 
โดยใช้ไพรเมอร์ที่ผ่านการคัดเลือก

จากขั้นตอน 2.3.1 มาใช้ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
หม้อข้าวหม้อแกงลิงแต่ละตัวอย่าง และตรวจสอบลาย
พิมพ์ดี เอ็น เอด้วยเทคนิคอิ เล็กโทรโฟรีซิสในเจล       
อะกาโรส ความเข้มข้นร้อยละ 1.5 เปอร์เซ็นต์ 

2.4 การวิเคราะห์ผล 
เปรียบเทียบลายพิมพ์ดี เอ็นเอที่ ได้จาก

เทคนิคแฮตอาร์เอพีดีของหม้อข้าวหม้อแกงลิงทั้ง 8 
ตัวอย่าง โดยเปรียบเทียบความเหมือนและความ
แตกต่างของแถบดีเอ็นเอที่ได้ทั้งหมด แล้ววิเคราะห์ค่า
ดัชนีความเหมือน (similarity index) ด้วยโปรแกรม
ส าเร็จรูป NTSYS-pc รุ่น 2.0 จากนั้นสร้างแผนภูมิ
ความสัมพันธ์ (dendrogram) ด้วยวิธีการจัดกลุ่มแบบ 
UPGMA (unweighted pair group method with 
arithmetic mean) [8] 
 

3. ผลและวิจารณ์ 
การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอรวมของหม้อข้าวหม้อ 

แกงลิงด้วยเทคนิคแฮตอาร์เอพีดีโดยใช้ไพรเมอร์แบบ
สุ่ม 72 สาย พบว่าไพรเมอร์ 15 สาย สามารถเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอได้ และเมื่อน าไพรเมอร์ 15 สาย นี้มา
สร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอของหม้อข้าวหม้อแกงลิงทั้ง 8 
ตัวอย่าง ปรากฏว่าได้แถบดีเอ็นเอทั้งหมด 189 แถบ 
โดยมีขนาดประมาณ 150-3,000 คู่เบส และพบว่าลาย
พิมพ์ดี เอ็นเอของหม้อข้าวหม้อแกงลิงที่สร้างจาก    
ไพรเมอร์ C24 (5-CCT-TGG-CAT-CGG-3) ปรากฏ
แถบ ดีเอ็นเอ 6 แถบ ท่ีมีขนาดประมาณ 300-2,000 คู่
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เบส ซึ่งมีแถบดีเอ็นเอที่มีความจ าเพาะต่อหม้อข้าวหม้อ
แกง ลิงและสามารถใช้แยกความแตกต่างของหม้อข้าว
หม้อ แกงลิงแต่ละตัวอย่างออกจากกันได้ (รูปที่ 1) 

 
รูปที่ 1 ลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่ได้จากเทคนิคแฮตอาร์เอพี

ดี โด ย ใช้ ไพ ร เม อร์  C24 [M คื อ  ดี เอ็ น เอ
ม า ต ร ฐ า น  1 Kb Plus DNA Ladder 
(InvitrogenTM Life Technology, USA) 
และ 1-8 คือ N. mirabilis, N. ampullaria, 
N. bicarata, N. globosa, N. giant tiger, 
N. mirabilis x mirabilis (p), N. globosa x 
kuchingensis และ N. globosa x thorelii 
ตามล าดับ] 

การวิเคราะห์ลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่ได้จากเทคนิค
แฮตอาร์เอพีดีด้วยโปรแกรม NTSYS-pc รุ่น 2.0 และ
เลือกวิธีจัดกลุ่มแบบ UPGMA พบว่าสามารถสร้าง
แผนภูมิความสัมพันธ์ได้ดังรูปที่ 2 และมีค่าดัชนีความ
เหมือนระหว่างตัวอย่างดังรูปที่ 3 โดยพบว่าตัวอย่างที่
มีความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมที่ใกล้กันมาก ได้แก่ กลุ่ม 
N. bicarata, N. globosa x thorelii และ N. giant 
tiger และยังมีความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมใกล้กับกลุ่ม 
N. mirabilis, N. mirabilis x mirabilis(p) แ ล ะ  N. 
globosa x kuchingensis ส่วน N. globosa (Viking) 
และ N. ampullaria ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมที่
ห่างจากตัวอย่างอืน่ที่กล่าวมา 

 

4. สรุป 
เมื่อวิเคราะห์ลายพิมพ์ดีเอ็นเอของหม้อข้าว 

หม้อแกงลิง 8 ตัวอย่าง ด้วยเทคนิคแฮตอาร์เอพีดี
พบว่าหม้ อข้าวหม้อแกงลิ งมี ความแตกต่ างทา ง
พันธุกรรม โดยพบแถบดีเอ็นเอที่มีความจ าเพาะต่อ
หม้อข้าวหม้อแกงลิงแต่ละตัวอย่าง และพบว่าไพรเมอร์ 
C24 (5 -CCT-TGG-CAT-CGG-3 ) สามารถให้ ลาย
พิมพ์ดีเอ็นเอที่มีความแตกต่างกันท้ัง 8 ตัวอย่าง 

 

 
 

รูปที่ 2 แผนภูมิความสัมพันธ์ของหม้อข้าวหม้อแกงลิง 8 ตัวอย่าง ที่ได้จากเทคนิคแฮตอาร์เอพีดี 
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รูปที่ 3 ค่าดัชนีความเหมือนของหม้อข้าวหม้อแกงลิง 
8 ตัวอย่าง ที่ได้จากเทคนิคแฮตอาร์เอพีดี 
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