
บทที่ 2

วธิกีารศึกษา

1. ตัวอยางหอยนํ้ าพริก
ตัวอยางของหอยนํ้ าพริก (Nerites) วงศ Neritidae ทีใ่ชในการศึกษา เปนหอยในสกุล           

Nerita 3 ชนิดและ Neritina 2 ชนิด คือ
- Nerita lineata Gmelin, 1791
- Nerita planospira Anton, 1839
- Nerita chameleon Linnaeus, 1758
- Neritina violacea Gmelin,1791
- Neritina sp.

2. วสัดุอุปกรณ
- อางควบคุมอุณหภูมิ
- เวอเนียรคาลิปเปอร
- ไมบรรทัด
- บีกเกอร
- จานแกว
- แทงแกวคน
- เข็มเขี่ย
- พูกัน
- ขวดดองตัวอยาง
- ขวดเก็บแรดูลา
- กลองใสตัวอยาง
-  ถัง เก็บตัวอย างพร อมตา    

ขายปด
            -     ปากคีบ

- กรรไกรผาตัด
-  มีดผาตัด
-  ถาดเทียน
-  เข็มหมุด
-  คอน
-  กระดาษปดฉลาก
-  แทนวางตัวอยางสํ าหรับวิเคราะหดวย

กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน
- กระดาษกาวสองหนาสํ าหรับติดแรดูลา
- กลองจุลทรรศนแบบสเตอริโอ
- กลองจลุทรรศนอิเล็กตรอน JEOL JSM

5800
         -     กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน JEOL JSM
               8800
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3. สารเคมี
3.1 สารละลายเอทานอล 70%
3.2 สารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด 10%
3.3 สารละลายฟอรมาลิน 10%
3.4 นํ้ ากลั่น

4. วธิกีารวิจัย
แบงเปนขั้นตอนตางๆดังนี้
4.1   การเก็บตัวอยาง

สุมเก็บตัวอยางหอยนํ้ าพริกทัง้ 5 ชนิด จากต ําบลตันหยงโป อํ าเภอเมือง จังหวัด
สตูล ซึ่งมีลักษณะพืน้ที่เปนหาดเลน หาดทรายปนเลน และมพีืน้ทีบ่างสวนเปนหาดหิน 
โดยตวัอยางหอยนํ้ าพริกที่เก็บตัวอยางทั้ง 5 ชนิด มทีีอ่ยูอาศัยที่แตกตางกัน  (ตารางที่ 1,
รูปที่12 (a)-(d))

4.2   การวัดขนาด
จากการศกึษาขนาดเบื้องตน โดยการเก็บตัวอยางหอยนํ้ าพริกทั้ง 5 ชนิดที่มีขนาด

เลก็สดุและใหญสุดเทาที่จะสามารถหาได ทํ าการวัดขนาดความสูงของเปลือกโดยทํ าการ
วัดระยะตั้งแตยอด (apex) จนถึงขอบของ columella ดานทีห่อยใชยึดเกาะและคืบคลาน 
และทํ าการวัดความยาวของเปลือกโดยทํ าการวัดระยะที่กวางที่สุดของเปลือกตามเสน
ผานศูนยกลาง โดยใชหลักเกณฑของ Morris, 1973 และ Oliver, 1981  (ดังรูปที่ 13) นํ า
ขนาดของเปลือกที่มีคามากที่สุด (maximum dimensions) มาจัดขนาดของเปลือก 
(interval of shell sizes) ของหอยแตละชนิด ใหแตละชนิดมีขนาดของเปลือกทีแ่ตกตาง
กนัชัดเจน โดย Nerita lineata และ Nerita planospira แตละขนาดมีขนาดความยาวของ
เปลือกชวงละ 5 มิลลิเมตร  Nerita chameleon แตละขนาดมีขนาดความยาวของเปลือก
ชวงละ  4 มิลลิเมตร   Neritina sp. และ Neritina violacea แตละขนาดมีขนาดความสูง
ของเปลือกชวงละ 3 มิลลิเมตร  ขนาดละ 20 ตัวอยาง ตามตารางที่ 2
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ตารางที่ 1 แสดงขอบเขตที่อยูอาศัยของหอยนํ้ าพริกทั้ง 5 ชนิด

เลนโคลน ทรายปนเลน หาดหิน
Nerita lineata
Nerita planospira
Neritina violacea

Nerita lineata
Nerita planospira
Nerita chameleon
Neritina sp.

Nerita lineata
Nerita planospira
Nerita chameleon

ตารางที่ 2  แสดงการจดักลุมขนาดของหอยนํ้ าพริกแตละชนิด

Snails sizes  (mm) at maximum dimensionsSpecies N
Small Medium Large

Nerita lineata * 60 15.00-19.99 20.00-24.99 25.00-29.99
N. planospira * 60 15.00-19.99 20.00-24.99 25.00-29.99
N. chameleon * 60 15.00-18.99 19.00-22.99 23.00-26.99
Neritina sp. * 60 7.00-9.99 10.00-12.99 13.00-14.99
Neritina violacea ** 60 10.00-12.99 13.00-15.99 16.00-18.99

*    maximum dimension is shell length
**   maximum dimension is shell height
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    (a)

   (b)

   (c)

   (d)
รูปที่12 ลักษณะพืน้ทีท่ ําการเก็บตัวอยาง ตํ าบลตันหยงโป อํ าเภอเมือง จังหวัดสตูล

(a) ลักษณะพืน้ที่ที่เปนหาดทรายปนหิน
(b) ลักษณะพืน้ที่ที่เปนทรายปนเลน
(c) ลักษณะพื้นที่ที่เปนหาดหิน
(d) ลักษณะพื้นที่ที่เปนหาดหิน
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รูปที ่13 การวัดขนาดของเปลือกหอยนํ้ าพริก (ดัดแปลงจาก Tananasiriwong, 1978)

4.3 การเตรียมตัวอยางเพื่อการวิเคราะห
4.3.1 การเตรียมตัวอยางเพื่อศึกษาโครงสรางของแรดูลาตามวิธีการของ Jeong และ 

Burch (1984)
– ทํ าความสะอาดและกะเทาะเปลือกหอยออกเพื่อนํ าเอาลํ าตัวของหอยแตละ

ขนาดมาวัดความยาว นํ ามาหาคาเฉลี่ยความยาวลํ าตัวของหอยในแตละ
ขนาด

– น ําล ําตวัหอยที่วัดขนาดแลว ตัดเอาเนื้อเยื่อสวน buccal mass ใสในบีกเกอร
ละลาย buccal mass ในสารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซดความเขมขน
10% (10% KOH) น ําไปตมที่ 60-100°C นาน 5 นาที หรือทิ้งไวที่อุณหภูมิ
หองเปนเวลา 7-24 ชัว่โมง เพื่อใหเนื้อเยื่อหลุดออกจากแรดูลา

– ในระหวางที่ละลาย buccal mass ตองน ํามาสองภายใตกลองจุลทรรศนเปน
ระยะๆเพื่อปองกันไมให radula ribbon สลายตัวไป

– คีบแรดลูาอยางระมัดระวังลางในนํ้ ากลั่นหลายๆครั้ง ใชพูกันทํ าความสะอาด
เนื้อเยื่อที่ติดอยูบนแรดูลาออกใหหมดอยางระมัดระวังภายใตกลองจุลทรรศน
แบบสเตอริโอ และลางในสารละลายเอทานอล 70% (70% ethanol) หลายๆ
คร้ัง จากนั้นเก็บไวในสารละลายเอทานอล 70% เพือ่เตรียมตัวอยางในขั้น
ตอนการวิเคราะหดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน
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– เตรยีมแรดูลาที่จะนํ าไปวิเคราะหดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนใหแหง โดย
ทิง้ใหแหงที่อุณหภูมิหอง ซึ่งตองแผและตรึงแรดูลาใหอยูในสภาพที่มองเห็น
รายละเอยีดไดอยางชัดเจน  โดยแรดูลาไมมวนงอ ในกรณีที่แรดูลายาวเกิน
กวาแทนวางตัวอยาง (stup) ก็ตัดแบงออกเปนสวนๆในขณะที่แรดูลายังไม
แข็งตัว การตัดตองตัดดวยมีดที่คม เพื่อไมใหแรดูลาฉีกขาด หรือแตกเสียหาย

– นํ าแรดูลาติดบนแทนวางตัวอยาง น ําไปพนเคลือบดวยทอง (gold coating)
4.3.2 การเตรยีมตัวอยางเพื่อศึกษาธาตุที่เปนองคประกอบในแรดูลา

นํ าแรดูลาที่ผานขั้นตอนการทํ าความสะอาดแรดูลาเรียบรอยแลว มาทํ าใหแหง
โดยทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง แลวจึงน ําชิ้นแรดูลาที่แหงดีแลวติดบนแทนวางตัวอยางดวยกาว
สองหนา ในกรณีที่แรดูลามีขนาดเล็กและบางจะใชวิธีการบดแรดูลาแลวติดบนแทนวาง
ตัวอยาง
4.4 การศึกษาดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน

4.4.1   การศึกษาโครงสรางของแรดูลา
– นํ าแรดูลาที่อยูบนแทนวางตัวอยางเรียบรอยแลวศึกษาดวยกลองจุลทรรศน

อิเล็กตรอนแบบสองกราด ( JEOL JSM-5800 LV)
– ท ําการศึกษาแรดูลาโดย

1. บันทกึภาพของแรดูลาเปนสวนๆ โดยพิจารณาสวนตน สวนกลาง และ
สวนทาย และบันทึกภาพของฟนซี่ตางๆ คือ ฟนกลาง ฟนขาง และฟนริม
ในหอยแตละขนาด และแตละชนิด

2. นบัจ ํานวนฟนในแตละแถว ในหอยแตละขนาด และแตละชนิด
3. พจิารณารายละเอียดพรอมทั้งบันทึกรายระเอียดของฟนในแรดูลา ทั้ง 3

ชนดิในหอยแตละขนาด และแตละชนิด โดยท ําการวัด ความกวาง ความ
ยาว ขนาดของซี่ฟน และนบัจํ านวนหยัก (cusp) บนฟนแตละชนิด (รูปที่
14)
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รูปที ่14 การวัดขนาดของฟนบนแรดูลา a. ความกวางของฟนกลาง  b.ความสงูของฟนกลาง
c. ความกวางของฐานฟนกลาง d. ความยาวของฟนขางซี่ที่1 e. ความกวางของฟนขางซี่1
f. ความกวางของฟนขางซี่ที่4 g. ความกวางของฟนริม h. ความยาวของฟนขางซี่ที่2
i. ความยาวของฟนขางซี่ที่3

4.4.2    การศกึษาธาตุที่เปนองคประกอบของแรดูลา
นํ าแรดูลาที่แหงมาบดแลววางบนแทนวางตัวอยางนํ าไปวิเคราะหธาตุที่เปนองค

ประกอบ โดยใชเครื่อง scanning electron microanalyzer (JEOL JSM 8800)

       4.5 การวิเคราะหขอมูล
4.5.1 การวิเคราะหสัดสวน (ratio)ของลกัษณะตางๆของหอยนํ้ าพริก โดยนํ าความคา
เฉลี่ยความยาวของเปลือก ความสูงของเปลือก ความยาวแรดูลา และคาเฉลี่ยความ
กวาง ความยาว ของลักษณะฟนแบบตางๆบนแรดูลามาเปรียบเทียบสัดสวนใหเห็น
เดนชัดขึ้น โดยนํ าคาที่ไดมาหาสัดสวน (ratio) ของลักษณะตางๆ

- นํ าคาความยาวของเปลือกและความยาวของแรดูลาโดยเฉลี่ยมาคํ านวณสัด
สวนของความยาวของเปลือกตอความยาวของแรดูลา shell length : radula 
length ratio (sl : rl) โดย
sl : rl  = ความยาวของเปลือก(mm) : ความยาวแรดูลา (mm)

- นํ าคาความสูงของเปลือกและความยาวของแรดูลาโดยเฉลี่ยมาคํ านวณสัด
สวนของความสงูของเปลือกตอความยาวของแรดูลา shell height : radula 
length ratio (sh : rl) โดย
sh : rl  = ความยาวของลํ าตัว(mm) : ความยาวแรดูลา (mm)

h.     i.
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- นํ าคาความกวางและความสูงของฟนกลางโดยเฉลี่ยมาคํ านวณสัดสวนของ
ความกวางกับความสูงของความกวางและความสูงของฟนกลาง rachidian 
width : rachidian height ratio (rw : rh) โดย
rw : rh = ความกวางของฟนกลาง (µm) : ความสงูของฟนกลาง (µm)

- นํ าคาความกวางของหยักและความกวางของฐานของฟนกลางโดยเฉลี่ยมา
คํ านวณสดัสวนของความตางของหยัก (cusp) และของฐาน broad of cusp 
: broad of base ratio (bc : bb) โดย
bc : bb = ความกวางของหยัก (µm) : ความกวางของฐาน (µm)

- น ําคาความกวางและความสูงของ first lateral teeth โดยเฉลี่ยมาคํ านวณสัด
สวนของความกวางกับความสูง lateral width : lateral height ratio (lw : lh)
โดย
lw : lh = ความกวาง (µm) : ความสูง (µm)

4.5.2 การวเิคราะหหาความสัมพันธของขนาดเปลือก ความยาวแรดูลาและจํ านวน
แถวฟนบนแรดูลาของหอยแตละชนิดที่มีขนาดแตกตางกัน เพื่อหาแนวโนม
ความสัมพันธ ของป จจัยที่ทดสอบโดยการวิ เคราะห ค าสหสัมพันธ 
(correlation)

- หาความสัมพันธระหวางความยาวเปลือกและความยาวแรดูลาของหอยแต
ละขนาดในแตละชนิด

- หาความสัมพันธระหวางความสูงของเปลือกและความยาวแรดูลาของหอย
แตละขนาดในแตละชนิด

- หาความสัมพันธระหวางความกวางและความสูงของฟนกลาง
- หาความสัมพันธระหวางความกวางฟนกลางและความกวางของฐานฟน

กลาง
- หาความสัมพันธระหวางความกวางและความสูงของฟนขางซี่ที่ 1

4.5.3 การวิเคราะหหาความแตกตางของคาเฉลี่ยความยาวแรดูลาของหอยแตละ
ขนาดในหอยแตละชนิด โดยใชการวิเคราะหความแปรปรวนแบบ One - 
Way ANOVA (Analysis of Variance)



30

4.5.4 การวิเคราะหหาความแตกตางของจํ านวนแถวฟนของหอยแตละขนาดใน
หอยแตละชนิด โดยใชการวิเคราะหความแปรปรวนแบบ One - Way 
ANOVA (Analysis of Variance)

5. ระยะเวลาที่ใชในการทํ าวิจัย
พฤศจิกายน 2543 – ตุลาคม 2545

6. สถานที่ที่ใชทํ าการวิจัย
- หองปฏบัิติการ B 303 ภาควิชาชีววิทยา คณะวทิยาศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลา

นครินทร
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