
17

บทที่ 2

วธิกีารวิจัย

วสัดุและอุปกรณ

1. อุปกรณศกึษาการยอยสลายของใบโกงกางใบเล็กและใบถั่วขาวในปาชายเลน
1.1  ถุง (litter bag) ทํ าจากตาขายไนลอนขนาดชอง 2.0 มิลลิเมตร เย็บเปนถุงขนาด
      10x20 เซนติเมตร (ภาพประกอบ 4)
1.2  เชือกไนลอน
1.3  ถวยกระเบื้อง
1.4  เตาอบ
1.5  เครือ่งชั่งละเอียด (ความแมนยํ า 0.01 มิลลิกรัม)
1.6  กลองสเตอริโอซูม (stereo zoom)

2. อุปกรณศึกษาคุณภาพนํ้ า
2.1  เทอรโมมิเตอร
2.2  เครือ่งวัดดัชนีหักเหแสง (refractometer)

3.  อุปกรณศกึษาความหลากหลายของราที่พบในการยอยสลายใบไมในปาชายเลน
3.1  ถงุ (litter bag) ขนาดเดียวกับขอ 1.1

         3.2  เชือกไนลอน
3.3  อาหาร glucose-yeast extract agar (Johnson and Sparrow, 1961, quoted in

          Kohlmeyer and Kohlmeyer, 1979 : 20) (สวนประกอบแสดงในภาคผนวก ก)
         3.4  เหลก็เจาะ (cork borer) ขนาดเสนผาศูนยกลาง 4 มิลลิเมตร

3.5  หมอนึ่งความดันไอนํ้ า (autoclave)
3.6 ตูบมเชื้อ (incubator)
3.7 ตูปลอดเชื้อ (laminar air flow cabinet)
3.8 กลองจุลทรรศนแบบ light microscope
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ภาพประกอบ 4  ถงุใสใบไมเพื่อศึกษาการยอยสลายใบไมในปาชายเลน

(ก) (ข)

ภาพประกอบ 5  สภาพปาชายเลน พื้นที่ศึกษา
(ก) ภาพรวมของปา
(ข) สภาพภายในปา
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4. อุปกรณศกึษาความสามารถในการยอยสลายเซลลูโลสของราที่พบในการยอย
      สลายใบไมในปาชายเลน

4.1  อาหาร cellulolysis basal medium agar ที่มี carboxymethylcellulose ผสมอยู
          2% (w/v) (Pointing, 1999 : 17-33) (สวนประกอบแสดงในภาคผนวก ก)

4.2  หมอนึ่งความดันไอนํ้ า (autoclave)
4.3  ตูบมเชื้อ (incubator)

         4.4  สารละลาย Congo red ที่มีความเขมขน 2% (w/v)
4.5  สารละลาย NaCl ที่มีความเขมขน 1 M

5.  อุปกรณศกึษาอตัราการยอยสลายใบโกงกางใบเลก็และใบถัว่ขาวในหองปฏบัิติการ
โดยราทีม่ีบทบาทในการยอยเซลลูโลสไดดี
5.1  หลอดอุลตราไวโอเลต
5.2  นํ้ าในปาชายเลนซึง่เกบ็จากพื้นที่ศึกษา

         5.3  ปเปตขนาด 10 มิลลิลิตร
5.4  ชดุกรองของเหลว

         5.5  หมอนึ่งความดันไอนํ้ า (autoclave)
5.6  ถวยกระเบื้อง
5.7  เตาอบ

         5.8  เครือ่งชั่งละเอียด (ความแมนยํ า 0.01 มิลลิกรัม)

วธิดํี าเนินการ

    1.  พืน้ทีศ่กึษาและจุดเก็บตัวอยาง
พืน้ทีท่ีเ่ลอืกในการศึกษาคือปาชายเลนในอํ าเภอยะหริ่ง จังหวัดปตตานี โดยเลือก

บริเวณปากแมนํ้ าซึ่งอยูติดกับกนอาวปตตานี (ภาพประกอบ 5) ปาชายเลนในบริเวณนี้พบตน
โกงกางใบเล็กเปนพืชเดน ซึ่งเติบโตเต็มที่กระจายทั่วพื้นที่ศึกษา ดินเลนในบริเวนนี้มีความออน
มากกวาบริเวณอื่นๆของปาชายเลนที่อยูรอบๆ และยงัเปนพืน้ที่ที่อยูหางไกลจากชุมชน จึงมีความ
อุดมสมบูรณสูง

จุดที่ทํ าการวางและเก็บตัวอยางเปนจุดที่อยูบนแนวที่ขนานกับพื้นที่ปาดานยาวซึ่งติด
กบักนอาวปตตานี โดยอยูหางจากขอบปาเขามา 40 เมตร โดยวางและเก็บตัวอยาง 2 ชวงคือ   
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ชวงฤดฝูน เร่ิมต้ังแตเดือนธันวาคม 2542 ถึงเดือนกุมภาพันธ 2543 และชวงฤดูรอน เร่ิมต้ังแตเดือน
มนีาคมถึงเดือนพฤษภาคม 2543

    2.  การยอยสลายของใบโกงกางใบเล็กและใบถั่วขาวในปาชายเลน
2.1 เกบ็ใบโกงกางใบเล็กและใบถั่วขาวซึ่งมีสีเหลืองและกํ าลังจะรวงจากตน นํ าใบไมแต

ละชนดิแบงออกเปนกลุม กลุมละ 10 กรัม บรรจใุนถงุ (litter bag)  ใชเชอืกไนลอนมดัปดปากถงุใหแนน
2.2 น ําถงุตวัอยางใบไมผูกกับรากหรือลํ าตนของตนไมในปาชายเลน 1 จุด โดยผูกถุง

ตัวอยางใบไมแตละชนิดจุดละ 4 ซํ้ า  ซํ ้าละ 9 ถงุในบรเิวณที่หางจากขอบปาประมาณ 40 เมตร
แตละซํ้ าหางกันประมาณ 5 เมตร ดังแสดงในภาพประกอบ 6

ถุงตวัอยางใบโกงกางใบเล็ก
ถุงตวัอยางใบถั่วขาว

5 เมตร

40 เมตร

ขอบปา

ภาพประกอบ 6  การวางถงุตวัอยางใบไมในพื้นที่ศึกษา

         2.3 เกบ็ถงุตวัอยางใบไมทุกๆ 2 สัปดาห โดยเก็บถุงตัวอยางใบไมแตละชนิดครั้งละ 1 ถุง
ในแตละซํ้ าที่วาง นํ าใบไมออกจากถุงเพื่อแยกสัตวขนาดเล็กที่ติดมากับใบ โดยแยกเก็บสัตว
ดังกลาวจากแตละถุงบรรจุลงในขวดที่มีแอลกอฮอล 70% เพื่อนํ าไปศึกษาชนิดและจํ านวน
หลังจากนั้นนํ าใบไมไปลางดินเลนที่ติดมากับผิวใบกอนนํ าไปอบที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส
72 ชัว่โมง ชัง่นํ ้าหนกัแหงที่ไดเพื่อหารอยละของนํ้ าหนักที่หายไปจากการยอยสลายในแตละชวง
เวลา โดยเปรยีบเทียบกับนํ้ าหนักแหงของใบที่ยังไมผานการยอยสลาย
        2.4 บันทึกผลรอยละของนํ้ าหนักใบที่หายไปจากการยอยสลายในแตละชวงเวลาเพื่อหา
อัตราการยอยสลายที่เกิดขึ้นตลอดชวงเวลาที่ศึกษา
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   3.  คุณภาพนํ้ า
        ในการเก็บถุงตัวอยางใบไมแตละครั้ง ท ําการเกบ็ขอมูลคุณภาพนํ้ าบางประการควบคู
ไปดวย ไดแก อุณหภูมิของนํ้ าในปาชายเลนโดยใชเทอรโมมิเตอร และคาความเค็มของนํ้ าใน
ปาชายเลนโดยใชเครื่องวัดดัชนีหักเหแสง โดยวดัทีริ่มขอบปา หางจากจุดวางตัวอยาง 40 เมตร
ซึง่เปนบริเวณที่นํ้ าทะเลทวมถึงอยูเสมอ

    4. ความหลากหลายของราที่พบในการยอยสลายใบไมในปาชายเลน
การศึกษาความหลากหลายของราที่พบในการยอยสลายใบไมในปาชายเลนจะทํ าควบคู

กบัการศึกษาการยอยสลายของใบโกงกางใบเล็กและใบถั่วขาว โดยมีข้ันตอนดังนี้
4.1 เกบ็ใบโกงกางใบเล็กและในถั่วขาวซึ่งมีสีเหลืองและกํ าลังจะรวงจากตน แยกใบไมแต

ละชนดิบรรจุลงในถุง (litter bag) โดยบรรจุถุงละ 10 กรัม ใชเชือกไนลอนมัดปดปากถุงใหแนน
4.2 น ําถงุตวัอยางใบไมแตละชนดิผกูกบัรากหรอืลํ าตนของตนไมในปาชายเลนเชนเดยีวกบั

การศกึษาอัตราการยอยสลายในภาพประกอบ 6  โดยผูกถงุตวัอยางใบไมแตละชนิดซํ้ าละ 9 ถุง
4.3  เกบ็ถงุตวัอยางใบไมทุกๆ 2 สัปดาห โดยเก็บถุงตัวอยางใบไมแตละชนิดครั้งละ 1 ถุง

ในแตละซํ ้า บรรจุลงในภาชนะปลอดเชื้อ นํ ากลับไปหองปฏิบัติการเพื่อหาจํ านวนและชนิดของราที่
แยกได
         4.4 น ําตวัอยางใบไมแตละชนิดที่เก็บไดไปลางดวยนํ้ ากลั่นปลอดเชื้อเพื่อลางสิ่งที่ติดมากับ
ผิวใบ
         4.5 เจาะใบไมดวยเหล็กเจาะที่มีขนาดเสนผาศูนยกลาง 4 มิลลิเมตร โดยเจาะ 10
ชิน้ในตวัอยางใบไมแตละถุง นํ าใบไมที่เจาะแตละชิ้นวางบนอาหาร glucose-yeast extract agar
ซึง่เตรยีมจากนํ้ าทะเลที่มีความเขมขน 15 พีเอสยู โดยใชอาหาร 1 จานตอใบไมที่เจาะ 1 ชิ้น นํ าไป
บมที่ 25  องศาเซลเซียส 7 - 30 วัน
         4.6 จ ําแนกสกลุราทีข้ึ่นบนอาหารและความถี่ที่พบ โดยรายงานผลความถี่เปนรอยละของ
จ ํานวนชิ้นใบไมที่พบราแตละสกุลตอจ ํานวนชิ้นใบไมทั้งหมดที่ศึกษา

5. ความสามารถในการยอยเซลลูโลสของราที่แยกได
การทดสอบความสามารถในการยอยเซลลูโลสของราทํ าไดหลายวิธี โดยวิธีที่นิยมใช

ไดแก การใช กระดาษกรอง  (Whatman No.1) เป นแหลงคาร บอนแทนเซลลูโลสใน
ธรรมชาติ (Pointing, 1999 : 17-33) และการใช carboxymethylcellulose (CMC) เปนแหลง
คารบอนแทนเซลลูโลสในธรรมชาติ (Booth, 1971 a : 39-41 ; Carder, 1986 : 75-79 ;       
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Griffin, 1994 : 160 ; Moustafa and Sharkas, 1982 : 185-190 ; Pointing, 1999 : 17-33 ;
Saddler, 1982 : 414-418) แตในการศึกษาครั้งนี้เลือกใชวิธี dye staining of
carboxymethylcellulose agar  (CMC agar) ของ Pointing (1999 : 17-33) โดยมีข้ันตอนดังนี้
         5.1 นํ าราที่แยกไดจากการศึกษาในขอ 4 มาเลี้ยงในอาหาร cellulolysis basal
medium agar ที่มี carboxymethylcellulose ผสมอยู 2% (w/v) ซึ่งเตรียมจากนํ้ าทะเลที่มีความ
เค็ม 15 พีเอสยู นํ าไปบมในที่มืดที่ 25 องศาเซลเซียสจนนิคมรามีความกวางประมาณ                
30 มิลลิเมตร
         5.2 น ําราที่ไดมายอม โดยเทสารละลาย Congo red ที่มีความเขมขน 2%(w/v) ใหทวม
อาหารเลี้ยงเชื้อ 15 นาที เทสารละลาย Congo red ทิง้ ลางดวยนํ้ ากลั่น จากนั้นเทสารละลาย
NaCl 1 M ใหทวมอาหารเลี้ยงเชื้ออีก 15 นาที แลวจึงเทสารละลาย NaCl ทิ้ง
         5.3  อานผลที่ไดจากการศึกษา โดยราที่สามารถยอยสลายเซลลูโลสไดจะทํ าใหเกิดวงใส
(clear zone) รอบนคิมรา โดยขนาดของวงใสที่ปรากฏแสดงถึงความสามารถในการยอยเซลลูโลส
ของราที่ทดสอบ

6. การยอยสลายใบโกงกางใบเล็กและใบถั่วขาวในหองปฏิบัติการโดยราที่มี       
บทบาทในการยอยเซลลูโลสไดดี

           ศึกษาอัตราการยอยสลายใบโกงกางใบเล็กและใบถั่วขาวในหองปฏิบัติการโดย
ดัดแปลงจากวิธีของ Chale (1993 :177-183) และ Fell และ Master (1980 : 257-263) ซึ่งมี
ข้ันตอนดังนี้
         6.1 เกบ็ใบโกงกางใบเล็กและใบถัว่ขาวซึง่มสีีเหลอืงและกํ าลังจะรวงจากตน นํ ามาทํ าให
ปลอดเช้ือโดยการใชแสงอุลตราไวโอเลตสองที่ผิวใบดานละ 48 ชัว่โมง ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส
จากนัน้น ํามาตัดเปนรูปส่ีเหลี่ยมผืนผาที่มีขนาด 1X4 เซนติเมตร

6.2 นํ าใบไมที่ไดจากขอ 6.1 ใสลงในหลอดทดลองซึ่งบรรจุนํ้ าจากปาชายเลนทีผ่านการ
กรองและทํ าใหปลอดเชื้อ โดยใสใบไมหนักประมาณ 1 กรัม (ใบโกงกางใบเล็ก 3 ชิ้น และใบถั่วขาว
5 ชิ้น) ลงในหลอดที่มีนํ้ าจากปาชายเลนบรรจุอยู 10 มิลลิลิตร (ภาพประกอบ 7)

6.3 ใชเหลก็เจาะที่มีขนาดเสนผาศูนยกลาง 4 มิลลิเมตรเจาะบริเวณขอบของนิคมราที่ข้ึน
บนอาหารแข็ง ใสลงในหลอดทดลองที่เตรียมไวในขอ 6.2 นํ าไปบมที่อุณหภูมิ 25 องศา
เซลเซียส เปลี่ยนนํ้ าจากปาชายเลนซึ่งทํ าใหปลอดเชื้อโดยการนึ่งในหมอนึ่งความดันไอนํ้ าทุกวัน
วนัละ 5 มิลลิลิตรในแตละหลอด
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         6.4 เก็บตัวอยางใบโกงกางใบเล็กและใบถั่วขาวที่ผานการยอยสลายในหองปฏิบัติการทุก
สัปดาห จนครบ 3 เดือน นํ าไปลางดวยนํ้ ากลั่นกอนนํ าไปอบที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส
72 ชัว่โมง เพือ่น ําไปหาอัตราการยอยสลายที่เกิดขึ้น โดยการศึกษาอัตราการยอยสลายใบโกงกาง
ใบเล็กและใบถั่วขาวในหองปฏิบัติการโดยราที่คัดเลือกจะท ํา 4 ซํ้ าในการเก็บตัวอยางแตละชุด

ภาพประกอบ 7  หลอดทดลองที่ใสใบไมและนํ้ าจากปาชายเลนเพื่อศึกษาอัตราการยอยสลายใน
หองปฏบัิติการโดยราที่มีบทบาทในการยอยเซลลูโลสไดดี

7. การวิเคราะหขอมูล
7.1 การวเิคราะหการยอยสลายของใบโกงกางใบเล็กและใบถั่วขาวในปาชายเลน

ใช t-test แบบสองหาง (Two-tailed) เพื่อ
- เปรียบเทยีบความแตกตางระหวางชนดิใบไมตออัตราการยอยสลายในทกุ 2 สัปดาห
- เปรียบเทียบความแตกตางระหวางฤดูตออัตราการยอยสลายของใบไมแตละชนิด
ในทุก 2 สัปดาห

7.2 การวเิคราะหการยอยสลายใบโกงกางใบเล็กและใบถั่วขาวในหองปฏิบัติการโดยราที่มี
บทบาทในการยอยเซลลูโลสไดดี
ใช One-way ANOVA เพือ่เปรียบเทียบความแตกตางระหวางสกุลราตออัตราการ

ยอยสลายในทุกสัปดาห
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