
บทที่ 2

วธิกีารศึกษา

1. ตัวอยางหอยนํ้ าพริก
ตัวอยางของหอยนํ้ าพริก (Nerites) วงศ Neritidae ทีใ่ชในการศึกษา เปนหอยในสกุล           

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
- อางควบคุมอุณหภูมิ
- เวอเนียรคาลิปเปอร
- ไมบรรทัด
- บีกเกอร
- จานแกว
- แทงแกวคน
- เข็มเขี่ย
- พูกัน
- ขวดดองตัวอยาง
- ขวดเก็บแรดูลา
- กลองใสตัวอยาง
-  ถัง เก็บตัวอย างพร อมตา    

ขายปด
            -     ปากคีบ

- กรรไกรผาตัด
-  มีดผาตัด
-  ถาดเทียน
-  เข็มหมุด
-  คอน
-  กระดาษปดฉลาก
-  แทนวางตัวอยางสํ าหรับวิเคราะหดวย

กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน
- กระดาษกาวสองหนาสํ าหรับติดแรดูลา
- กลองจุลทรรศนแบบสเตอริโอ
- กลองจลุทรรศนอิเล็กตรอน JEOL JSM

5800
         -     กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน JEOL JSM
               8800
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3. สารเคมี
3.1 สารละลายเอทานอล 70%
3.2 สารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด 10%
3.3 สารละลายฟอรมาลิน 10%
3.4 นํ้ ากลั่น

4. วธิกีารวิจัย
แบงเปนขั้นตอนตางๆดังนี้
4.1   การเก็บตัวอยาง

สุมเก็บตัวอยางหอยนํ้ าพริกทัง้ 5 ชนิด จากต ําบลตันหยงโป อํ าเภอเมือง จังหวัด
สตูล ซึ่งมีลักษณะพืน้ที่เปนหาดเลน หาดทรายปนเลน และมพีืน้ทีบ่างสวนเปนหาดหิน 
โดยตวัอยางหอยนํ้ าพริกที่เก็บตัวอยางทั้ง 5 ชนิด มทีีอ่ยูอาศัยที่แตกตางกัน  (ตารางที่ 1,
รูปที่12 (a)-(d))

4.2   การวัดขนาด
จากการศกึษาขนาดเบื้องตน โดยการเก็บตัวอยางหอยนํ้ าพริกทั้ง 5 ชนิดที่มีขนาด

เลก็สดุและใหญสุดเทาที่จะสามารถหาได ทํ าการวัดขนาดความสูงของเปลือกโดยทํ าการ
วัดระยะตั้งแตยอด (apex) จนถึงขอบของ columella ดานทีห่อยใชยึดเกาะและคืบคลาน 
และทํ าการวัดความยาวของเปลือกโดยทํ าการวัดระยะที่กวางที่สุดของเปลือกตามเสน
ผานศูนยกลาง โดยใชหลักเกณฑของ Morris, 1973 และ Oliver, 1981  (ดังรูปที่ 13) นํ า
ขนาดของเปลือกที่มีคามากที่สุด (maximum dimensions) มาจัดขนาดของเปลือก 
(interval of shell sizes) ของหอยแตละชนิด ใหแตละชนิดมีขนาดของเปลือกทีแ่ตกตาง
กนัชัดเจน โดย Nerita lineata และ Nerita planospira แตละขนาดมีขนาดความยาวของ
เปลือกชวงละ 5 มิลลิเมตร  Nerita chameleon แตละขนาดมีขนาดความยาวของเปลือก
ชวงละ  4 มิลลิเมตร   Neritina sp. และ Neritina violacea แตละขนาดมีขนาดความสูง
ของเปลือกชวงละ 3 มิลลิเมตร  ขนาดละ 20 ตัวอยาง ตามตารางที่ 2
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ตารางที่ 1 แสดงขอบเขตที่อยูอาศัยของหอยนํ้ 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  แสดงการจดักลุมขนาดของหอยนํ้ าพริกแตละชนิด

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 ําการเก็บตัวอยาง ตํ าบลตันหยงโป อํ าเภอเมือง จังหวัดสตูล

(a) ลักษณะพืน้ที่ที่เปนหาดทรายปนหิน
(b) ลักษณะพืน้ที่ที่เปนทรายปนเลน
(c) ลักษณะพื้นที่ที่เปนหาดหิน
(d) ลักษณะพื้นที่ที่เปนหาดหิน
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รูปที ่13 การวัดขนาดของเปลือกหอยนํ้ าพริก (ดัดแปลงจาก Tananasiriwong, 1978)

4.3 การเตรียมตัวอยางเพื่อการวิเคราะห
4.3.1 การเตรียมตัวอยางเพื่อศึกษาโครงสรางของแรดูลาตามวิธีการของ Jeong และ 

Burch (1984)
– ทํ าความสะอาดและกะเทาะเปลือกหอยออกเพื่อนํ าเอาลํ าตัวของหอยแตละ

ขนาดมาวัดความยาว นํ ามาหาคาเฉลี่ยความยาวลํ าตัวของหอยในแตละ
ขนาด

– น ําล ําตวัหอยที่วัดขนาดแลว ตัดเอาเนื้อเยื่อสวน buccal mass ใสในบีกเกอร
ละลาย buccal mass ในสารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซดความเขมขน
10% (10% KOH) น ําไปตมที่ 60-100°C นาน 5 นาที หรือทิ้งไวที่อุณหภูมิ
หองเปนเวลา 7-24 ชัว่โมง เพื่อใหเนื้อเยื่อหลุดออกจากแรดูลา

– ในระหวางที่ละลาย buccal mass ตองน ํามาสองภายใตกลองจุลทรรศนเปน
ระยะๆเพื่อปองกันไมให radula ribbon สลายตัวไป

– คีบแรดลูาอยางระมัดระวังลางในนํ้ ากลั่นหลายๆครั้ง ใชพูกันทํ าความสะอาด
เนื้อเยื่อที่ติดอยูบนแรดูลาออกใหหมดอยางระมัดระวังภายใตกลองจุลทรรศน
แบบสเตอริโอ และลางในสารละลายเอทานอล 70% (70% ethanol) หลายๆ
คร้ัง จากนั้นเก็บไวในสารละลายเอทานอล 70% เพือ่เตรียมตัวอยางในขั้น
ตอนการวิเคราะหดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน
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– เตรยีมแรดูลาที่จะนํ าไปวิเคราะหดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนใหแหง โดย
ทิง้ใหแหงที่อุณหภูมิหอง ซึ่งตองแผและตรึงแรดูลาใหอยูในสภาพที่มองเห็น
รายละเอยีดไดอยางชัดเจน  โดยแรดูลาไมมวนงอ ในกรณีที่แรดูลายาวเกิน
กวาแทนวางตัวอยาง (stup) ก็ตัดแบงออกเปนสวนๆในขณะที่แรดูลายังไม
แข็งตัว การตัดตองตัดดวยมีดที่คม เพื่อไมใหแรดูลาฉีกขาด หรือแตกเสียหาย

– นํ าแรดูลาติดบนแทนวางตัวอยาง น ําไปพนเคลือบดวยทอง (gold coating)
4.3.2 การเตรยีมตัวอยางเพื่อศึกษาธาตุที่เปนองคประกอบในแรดูลา

นํ าแรดูลาที่ผานขั้นตอนการทํ าความสะอาดแรดูลาเรียบรอยแลว มาทํ าใหแหง
โดยทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง แลวจึงน ําชิ้นแรดูลาที่แหงดีแลวติดบนแทนวางตัวอยางดวยกาว
สองหนา ในกรณีที่แรดูลามีขนาดเล็กและบางจะใชวิธีการบดแรดูลาแลวติดบนแทนวาง
ตัวอยาง
4.4 การศึกษาดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน

4.4.1   การศึกษาโครงสรางของแรดูลา
– นํ าแรดูลาที่อยูบนแทนวางตัวอยางเรียบรอยแลวศึกษาดวยกลองจุลทรรศน

อิเล็กตรอนแบบสองกราด ( JEOL JSM-5800 LV)
– ท ําการศึกษาแรดูลาโดย

1. บันทกึภาพของแรดูลาเปนสวนๆ โดยพิจารณาสวนตน สวนกลาง และ
สวนทาย และบันทึกภาพของฟนซี่ตางๆ คือ ฟนกลาง ฟนขาง และฟนริม
ในหอยแตละขนาด และแตละชนิด

2. นบัจ ํานวนฟนในแตละแถว ในหอยแตละขนาด และแตละชนิด
3. พจิารณารายละเอียดพรอมทั้งบันทึกรายระเอียดของฟนในแรดูลา ทั้ง 3

ชนดิในหอยแตละขนาด และแตละชนิด โดยท ําการวัด ความกวาง ความ
ยาว ขนาดของซี่ฟน และนบัจํ านวนหยัก (cusp) บนฟนแตละชนิด (รูปที่
14)
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รูปที ่14 การวัดขนาดของฟนบนแรดูลา a. ความกวางของฟนกลาง  b.ความสงูของฟนกลาง
c. ความกวางของฐานฟนกลาง d. ความยาวของฟนขางซี่ที่1 e. ความกวางของฟนขางซี่1
f. ความกวางของฟนขางซี่ที่4 g. ความกวางของฟนริม h. ความยาวของฟนขางซี่ที่2
i. ความยาวของฟนขางซี่ที่3

4.4.2    การศกึษาธาตุที่เปนองคประกอบของแรดูลา
นํ าแรดูลาที่แหงมาบดแลววางบนแทนวางตัวอยางนํ าไปวิเคราะหธาตุที่เปนองค

ประกอบ โดยใชเครื่อง scanning electron microanalyzer (JEOL JSM 8800)

       4.5 การวิเคราะหขอมูล
4.5.1 การวิเคราะหสัดสวน (ratio)ของลกัษณะตางๆของหอยนํ้ าพริก โดยนํ าความคา
เฉลี่ยความยาวของเปลือก ความสูงของเปลือก ความยาวแรดูลา และคาเฉลี่ยความ
กวาง ความยาว ของลักษณะฟนแบบตางๆบนแรดูลามาเปรียบเทียบสัดสวนใหเห็น
เดนชัดขึ้น โดยนํ าคาที่ไดมาหาสัดสวน (ratio) ของลักษณะตางๆ

- นํ าคาความยาวของเปลือกและความยาวของแรดูลาโดยเฉลี่ยมาคํ านวณสัด
สวนของความยาวของเปลือกตอความยาวของแรดูลา shell length : radula 
length ratio (sl : rl) โดย
sl : rl  = ความยาวของเปลือก(mm) : ความยาวแรดูลา (mm)

- นํ าคาความสูงของเปลือกและความยาวของแรดูลาโดยเฉลี่ยมาคํ านวณสัด
สวนของความสงูของเปลือกตอความยาวของแรดูลา shell height : radula 
length ratio (sh : rl) โดย
sh : rl  = ความยาวของลํ าตัว(mm) : ความยาวแรดูลา (mm)

h.     i.
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- นํ าคาความกวางและความสูงของฟนกลางโดยเฉลี่ยมาคํ านวณสัดสวนของ
ความกวางกับความสูงของความกวางและความสูงของฟนกลาง rachidian 
width : rachidian height ratio (rw : rh) โดย
rw : rh = ความกวางของฟนกลาง (µm) : ความสงูของฟนกลาง (µm)

- นํ าคาความกวางของหยักและความกวางของฐานของฟนกลางโดยเฉลี่ยมา
คํ านวณสดัสวนของความตางของหยัก (cusp) และของฐาน broad of cusp 
: broad of base ratio (bc : bb) โดย
bc : bb = ความกวางของหยัก (µm) : ความกวางของฐาน (µm)

- น ําคาความกวางและความสูงของ first lateral teeth โดยเฉลี่ยมาคํ านวณสัด
สวนของความกวางกับความสูง lateral width : lateral height ratio (lw : lh)
โดย
lw : lh = ความกวาง (µm) : ความสูง (µm)

4.5.2 การวเิคราะหหาความสัมพันธของขนาดเปลือก ความยาวแรดูลาและจํ านวน
แถวฟนบนแรดูลาของหอยแตละชนิดที่มีขนาดแตกตางกัน เพื่อหาแนวโนม
ความสัมพันธ ของป จจัยที่ทดสอบโดยการวิ เคราะห ค าสหสัมพันธ 
(correlation)

- หาความสัมพันธระหวางความยาวเปลือกและความยาวแรดูลาของหอยแต
ละขนาดในแตละชนิด

- หาความสัมพันธระหวางความสูงของเปลือกและความยาวแรดูลาของหอย
แตละขนาดในแตละชนิด

- หาความสัมพันธระหวางความกวางและความสูงของฟนกลาง
- หาความสัมพันธระหวางความกวางฟนกลางและความกวางของฐานฟน

กลาง
- หาความสัมพันธระหวางความกวางและความสูงของฟนขางซี่ที่ 1

4.5.3 การวิเคราะหหาความแตกตางของคาเฉลี่ยความยาวแรดูลาของหอยแตละ
ขนาดในหอยแตละชนิด โดยใชการวิเคราะหความแปรปรวนแบบ One - 
Way ANOVA (Analysis of Variance)
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4.5.4 การวิเคราะหหาความแตกตางของจํ านวนแถวฟนของหอยแตละขนาดใน
หอยแตละชนิด โดยใชการวิเคราะหความแปรปรวนแบบ One - Way 
ANOVA (Analysis of Variance)

5. ระยะเวลาที่ใชในการทํ าวิจัย
พฤศจิกายน 2543 – ตุลาคม 2545

6. สถานที่ที่ใชทํ าการวิจัย
- หองปฏบัิติการ B 303 ภาควิชาชีววิทยา คณะวทิยาศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลา

นครินทร
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