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บทที ่3 

 

วธิีด ำเนินกำรวจิัย 

 

 

รูปแบบกำรวจัิย 

 

การวิจยัคร้ังน้ีเป็นการวิจยัเชิงทดลอง โดยท าการแยกเส้นใยเห็ดป่าท่ีบริโภคไดจ้ากพื้นท่ี อ.แม่
ริม-อ.แม่แตง จ.เชียงใหม่ เพื่อศึกษาการเจริญของเส้นใยเช้ือราบนอาหารแข็งวุน้ อาหารแข็งเมล็ดธัญพืช 
สภาวะท่ีเหมาะสมต่อการเจริญของเส้นใย การชกัน าให้เกิดดอกเห็ดในห้องปฏิบติัการ และน าเช้ือเห็ดป่าท่ี
ไดจ้ากการเพาะเล้ียง กลบัคืนสู่ธรรมชาติ 
 
ประชำกรและกลุ่มตัวอย่ำง 
 

1. ประชำกร  
เห็ดป่าท่ีบริโภคได ้

2. กลุ่มตัวอย่ำง 

2.1 เห็ดป่าท่ีบริโภคได ้
2.2 สูตรอาหารแข็งวุ ้น  5 สู ตร ได้แก่  Potato Dextose Agar; (PDA), Malt Extract Agar; 

(MEA), Modified Melin Norkans Agar; (MMN), Hagem medium; (Hagem) แ ล ะ  Gamborg medium; 
(Gamborg) 

2.3 อาหารแข็งเมล็ดธญัพืช 5 ชนิด ไดแ้ก่ เมล็ดขา้วฟ่าง เมล็ดขา้วโพดเล้ียงสัตว ์(ขา้วโพดไร่
ชนิดหวัแขง็) เมล็ดขา้วโพดขา้วเหนียว เมล็ดขา้วไร่ และเมล็ดขา้วบาเล่ย ์
 

เคร่ืองมือทีใ่ช้ในกำรเกบ็รวบรวมข้อมูล 

 

1. วสัดุและอุปกรณ์ 

1.1 มนัฝร่ัง 
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1.2 เมล็ดก่อแป้น (Castanopsis diversifolia King.) 

1.3 เมล็ดขา้วบาเล่ย ์

1.4 เมล็ดขา้วโพดเล้ียงสัตว ์(ขา้วโพดไร่ชนิดหวัแขง็; Zea mays indurata) 

1.5 เมล็ดขา้วโพดขา้วเหนียว (Zea mays ceratina) 

1.6 เมล็ดขา้วฟ่าง  

1.7 เมล็ดขา้วไร่ 

1.8 กระดาษขาว-ด า 

1.9 กระบอกฉีดน ้า ขวดน ้ากลัน่ 

1.10 กระบอกตวง ขนาด 250 มล. 

1.11 กระบอกตวง ขนาด 500 มล. 

1.12 กระถางปลูกกลา้ไม ้

1.13 ขวดแกว้ ขนาด 8 ออน 

1.14 ขวดเตรียมอาหาร ขนาด 250 มล. 

1.15 ขวดเตรียมอาหาร ขนาด 500 มล. 

1.16 ขวดรูปชมพู ่ขนาด 250 มล. 

1.17 เขม็เข่ีย 

1.18 คีมคีบ 

1.19 จานอาหารเพาะเช้ือ  

1.20 ชั้นวางหลอดทดลอง 

1.21 ชอ้นตกัสาร 

1.22 ดินผสม 

1.23 ดา้มมีดผา่ตดั เบอร์ 3 

1.24 ตะเกียงแอลกอฮอล์ 

1.25 ตะแกรงร่อน 

1.26 ถาดรองกระถาง 

1.27 ถุงพลาสติก 

1.28 ถุงพลาสติกด า 

1.29 แท่งแกว้คนสาร 
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1.30 แท่งแกว้รูปตวัวี 

1.31 บีกเกอร์ ขนาด 50 มล. 

1.32 บีกเกอร์ ขนาด 250 มล. 

1.33 บีกเกอร์ ขนาด 500 มล. 

1.34 บีกเกอร์ ขนาด 1000 มล. 

1.35 ใบมีดผา่ตดั เบอร์ 11 

1.36 ปากคีบ 

1.37 ปิเปต ขนาด 1 มล. 

1.38 ปิเปต ขนาด 5 มล. 

1.39 ปิเปต ขนาด 10 มล. 

1.40 ยางรัด 

1.41 ลูกยางแดงส าหรับดูดปิเปต 

1.42 แผน่สไลดแ์ละกระจกปิดสไลด ์

1.43 ส าลี 

1.44 หลอดหยดสาร 

1.45 กลอ้งจุลทรรศน์     Nikon, Eclipse E600 

1.46 กลอ้งจุลทรรศน์แบบสามมิติ    Nikon, Eclipse SMZ-2T 

1.47 กลอ้งถ่ายภาพ    Casio, EX-Z77 

1.48 เคร่ืองชัง่ทศนิยม 2 ต าแหน่ง   Mettler, PG 203-S 

1.49 เคร่ืองชัง่ทศนิยม 4 ต าแหน่ง   Mettler, AG 245 

1.50 เคร่ืองวดัความเป็นกรด-ด่าง   Mettler, MP 220 

1.51 เตาแม่เหล็กไฟฟ้า    Schott, SLK 2 

1.52 ตูเ้ข่ียเช้ือ     Heal Force, HF safe-1200 

1.53 ตูบ้่มเช้ือ     Contherm, P.O. Box 30605 

1.54 ตูอ้บลมร้อน     Memmert, DLE 500 

1.55 เวอร์เนียร์     Mahco, 18-201 

1.56 หมอ้น่ึงความดนัไอ    Tomy, SS-325 
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2. สำรเคมี  

2.1 กรดบอริก (H3BO3)    Ajax, AR grade 

2.2 กลูโคส (Glucose)     Himedia, AR grade 

2.3 คอปเปอร์ซลัเฟต (CuSO4)   Ajax, AR grade 

2.4 แคลเซียมคลอไรด ์(CaCl2. 2H2O)    Ajax, AR grade 

2.5 โคบอลดค์ลอไรด ์(CoCl2. 6H2O)  Ajax, AR grade 

2.6 ซิงกซ์ลัเฟต (ZnSO4. 7H2O)   Rankem, Hi-pure 

2.7 ซูโครส (Sucrose)    Fisher, AR grade 

2.8 โซเดียมคลอไรด ์(NaCl)     Ajax, AR grade 

2.9 โซเดียมไนเตรท (NaNO3)   Fluka, AR grade 

2.10 โซเดียมโมลิบเดต (Na2Mo4. 2H2O)  Fluka 

2.11 โซเดียมไฮดรอกไซด ์(NaOH)   Merck, AR grade 

2.12 เดกซ์โทส (Dextrose)    Himedia, AR grade 

2.13 ไตร-แคลเซียมฟอสเฟต (Ca3(PO4)2)  Ajax, AR grade 

2.14 ไทมีนไฮโดรคลอไรด ์(Thaimine HCl)  Ajax 

2.15 เปปโตน (Peptone)    Merck, AR grade 

2.16 ผงวุน้ (Agar)     Himedia 

2.17โพแทสเซียมคลอไรด ์(KCl)   Merck, AR grade 

2.18 โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)  Rankem, AR grade 

2.19 โพแทสเซียมไนเตรต (KNO3)   Ajax, AR grade 

2.20 โพแทสเซียมไอโอไดด ์(KI)   Ajax, AR grade 

2.21 โพแทสเซียมไฮดรอกไซด ์(KOH)  Ajax, AR grade 

2.22 เฟอร์ริคซลัเฟต (FeSO4. 7H2O)   Ajax, AR grade 

2.23 เฟอร์ริค อีดีทีเอ (Fe EDTA)     Ajax 

2.24 แมกนีเซียมซลัเฟต (MgSO4. 7H2O)    Ajax, AR grade 

2.25 แมงกานิสซลัเฟต (MnSO4. 4H2O)    Merck, AR grade 

2.26 มอลเอก็แทร์ก (Malt Extract)   Himedia 

2.27 ยสีตเ์อก็แทร์ก (Yeast Extract)   Lab scan 
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2.28 แลคโตฟีนอล คอทตอลบลู (Lactophenol cotton blue)   

2.29 แอลกอฮอล ์95% (Ethyl alcohol 95%)  Merck 

2.30 แอลกอฮอล ์70% (Ethyl alcohol 70%)  Merck 

2.31 แอมโมเนียมซลัเฟต ((NH4)2SO4)  Rankem, AR grade 

2.32 แอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต ((NH4)2HPO4) Ajax, AR grade 

2.33 ไฮโดรคลอริก (HCl)    Merck, AR grade 

 

กำรเกบ็รวบรวมข้อมูล 

 

1. กำรเพำะเลีย้งเส้นใยของเช้ือรำจำกเห็ดป่ำทีบ่ริโภคได้ 

1.1 กำรแยกเส้นใยเช้ือรำจำกเห็ดป่ำทีบ่ริโภคได้ 

คดัเลือกเช้ือราจากเห็ดป่าท่ีบริโภคได ้ท าการแยกเช้ือจากส่วนของหมวกเห็ด (sporocarp) 

จากเห็ดป่าท่ีบริโภคได ้ท่ีเก็บไดจ้ากการส ารวจพื้นท่ี อ.แม่ริม-อ.แม่แตง จ.เชียงใหม่ โดยน าส่วนของหมวก

เห็ดมาปัดเศษดิน-ส่ิงสกปรกท่ีติดบนหมวกเห็ดออก ฉีกแบ่งหมวกเห็ดออกเป็น 2 ส่วนตามแนวตั้ง จากนั้น

ตดัช้ินเน้ือเยื่อดา้นในของหมวกเห็ดออกเป็นช้ินเล็กๆ ขนาดประมาณ 2 ลูกบาศก์เซนติเมตร ใช้เข็มเข่ียเช้ือ

ยา้ยช้ินเน้ือเยื่อวางบนอาหารแข็งวุน้ PDA บ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิ 27±2 องศาเซลเซียส ระยะเวลาในการบ่มเช้ือ

ข้ึนอยูก่บั เช้ือราจากเห็ดป่าท่ีบริโภคไดแ้ต่ละชนิด และเก็บรักษาเส้นใยบริสุทธ์ิในน ้ากลัน่ฆ่าเช้ือ 

1.2 กำรศึกษำลกัษณะโคโลนี 

สะกิดเส้นใยบริสุทธ์ิของเช้ือราจากเห็ดป่าท่ีบริโภคได ้วางบนอาหารแขง็วุน้ PDA บ่มเช้ือ

ท่ีอุณหภูมิ 27±2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 วนั จากนั้นใชป้ลายหลอดหยดสาร (dropper) ฆ่าเช้ือแลว้ ขนาด

เส้นผา่นศูนยก์ลาง 0.5 เซนติเมตร เจาะปลายเส้นใยของเช้ือราจากเห็ดป่า ท่ีบริโภคได ้วางบนอาหารแข็งวุน้ 

PDA บ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิ 27±2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 วนั บนัทึกผลการเจริญเติบโตโดยใช้เวอร์เนียร์วดั

ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางของโคโลนี ทุก 2 วนั 

1.3 กำรศึกษำลกัษณะเส้นใย  

น าแท่งแกว้รูปตวัวี และแผน่สไลด์ วางลงในจานเพาะเช้ืออบฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 180 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 3 ชัว่โมง เตรียมอาหารแข็งวน้ PDA ในจานเพาะเช้ือโดยเทอาหารหนากวา่ปกติเล็กนอ้ย 

จากนั้นใชป้ลายหลอดหยดสาร (dropper) ฆ่าเช้ือแลว้ ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง                 0.5 เซนติเมตร เจาะ

อาหารแข็งวุน้ PDA วางบนแผ่นสไลด์ท่ีวางอยู่บนแท่งแกว้รูปตวัวี ใช้เข็มเข่ียเช้ือสะกิดเส้นใยของเห็ดป่าท่ี
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บริโภคไดว้างบนอาหารแข็งวุน้ท่ีเจาะ 4 ดา้น ปิดทบัดว้ยกระจกปิดสไลด์ท่ีฆ่าเช้ือแลว้ วางกอ้นส าลีจุ่มน ้ า

กลัน่ฆ่าเช้ือ ท าการบ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิ 27±2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 วนั น ามาศึกษาลกัษณะเส้นใยโดย

ยอ้มสีเส้นใยดว้ยสียอ้ม lactophenol cotton blue ส่องดูโครงสร้างภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ และบนัทึกภาพ 

2. กำรศึกษำสภำวะทีเ่หมำะสมต่อกำรเจริญเติบโตของเห็ดป่ำทีบ่ริโภคได้ 

2.1. กำรศึกษำผลของสูตรอำหำรแข็งวุ้นต่อกำรเจริญเติบโต 

ศึกษาความสามารถในการเจริญเติบโตของเช้ือราจากเห็ดป่าท่ีบริโภคไดบ้นอาหารแขง็วุน้ 

5 ชนิด ได้แ ก่  1) Potato Dextose Agar (PDA), 2) Malt Extract Agar (MEA), 3) Modified Melin-Norkans 

Medium (MMN), 4) Hagem Medium (Hagem) และ 5) Modified Gamborg Medium (Gamborg) โดยใช้วุน้

ท่ีความเขม้ขน้ 1.5 เปอร์เซ็นต์ (w/v) น ามาน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121   องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เท

อาหารปริมาตร 20 มิลลิลิตร ลงในจานเพาะเช้ือ จากนั้นใชป้ลายหลอดหยดสาร (dropper) ฆ่าเช้ือแลว้ ขนาด

เส้นผา่นศูนยก์ลาง 0.5 เซนติเมตร เจาะปลายเส้นใยของเช้ือราจากเห็ดป่าท่ีบริโภคไดท่ี้เพาะเล้ียงเป็นเวลา 20 

วนั วางบนอาหารแข็งวุน้ทั้ ง 5 สูตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 27±2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 วนั บันทึกผลการ

เจริญเติบโตโดยใชเ้วอร์เนียร์                   วดัขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางโคโลนี ทุก 2 วนั  

2.2 กำรศึกษำผลของอุณหภูมิต่อกำรเจริญเติบโต 

ศึกษาผลของอุณหภูมิต่อการเจริญเติบโตของเช้ือราจากเห็ดป่าท่ีบริโภคได ้โดยศึกษาการ

เจริญเติบโตของเช้ือราบนอาหารแข็งวุน้ 5 สูตร ไดแ้ก่  PDA, MEA, MMN, Hagem และ Gamborg โดยเจาะ

ปลายเส้นใยของเช้ือราท่ีบ่มท่ีอุณหภูมิ 27±2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 วนั ด้วย ปลายหลอดหยดสาร 

(dropper) ฆ่าเช้ือแลว้ ขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลาง 0.5 เซนติเมตร วางบนอาหารแข็งวุน้ บ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิ 25, 30 

และ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 วนั บันทึกผลการเจริญเติบโตโดยใช้ เวอร์เนียร์วดัขนาดเส้นผ่าน

ศูนยก์ลางของโคโลนี ทุก 2 วนั 

2.3 กำรศึกษำผลของควำมเป็นกรด-ด่ำง (pH) ต่อกำรเจริญเติบโต  

การศึกษาผลของความเป็นกรด-ด่าง ต่อการเจริญเติบโตของเช้ือราจากเห็ดป่าท่ีบริโภคได ้

โดยศึกษาการเจริญเติบโตของเช้ือราบนอาหารแข็งวุน้ 5 สูตร ได้แก่  PDA, MEA, MMN, Hagem และ 

Gamborg ท่ีความเป็นกรด-ด่าง 4 ระดบั คือ pH 5, 6, 7 และ 8 ดว้ยใชบ้ฟัเฟอร์ NaOH 1 นอร์มอล และ HCl 1 

นอร์มอล ในการปรับความเป็นกรด-ด่าง จากนั้นเจาะปลายเส้นใยของเช้ือราท่ีบ่มเป็นเวลา 20 วนั วางบน

อาหารแข็งวุน้ทั้ง 5 สูตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 27±2 องศา-เซลเซียส เป็นเวลา 20 วนั บนัทึกผลการเจริญเติบโตโดย

ใชเ้วอร์เนียร์วดัขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง ทุก 2 วนั 
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2.4 กำรศึกษำกำรเจริญของเส้นใยเช้ือรำจำกเห็ดป่ำทีบ่ริโภคได้บนอำหำรแข็งเมลด็ธัญพืช  

การศึกษาความสามารถในการเจริญเติบโตในอาหารแข็งเมล็ดธัญพืช 5 ชนิด คือ เมล็ด

ขา้วฟ่าง เมล็ดขา้วโพดเล้ียงสัตว ์เมล็ดขา้วโพดขา้วเหนียว เมล็ดขา้วไร่ และเมล็ดขา้วบาเล่ย ์ในการทดสอบ 

โดยมีขั้นตอนการเตรียมอาหารแขง็เมล็ดธญัพืช ดงัน้ี 

อาหารแข็งเมล็ดขา้วฟ่าง เมล็ดขา้วโพดเล้ียงสัตว ์และเมล็ดขา้วโพดขา้วเหนียว มีวิธีการ

เตรียม ดงัน้ี น าเมล็ดขา้วฟ่าง เมล็ดขา้วโพดเล้ียงสัตว ์และเมล็ดขา้วโพดขา้วเหนียว มาลา้งส่ิงเจือปนออกให้

สะอาด แช่น ้า ทิ้งไวป้ระมาณ 12-18 ชัว่โมง หรือแช่ขา้มคืน ตม้ใหเ้ดือดจนเมล็ดเร่ิมปริ-แตก จากนั้นน ามาผึ่ง

ใหส้ะเด็ดน ้าหรือพอหมาด ชัง่ใส่หลอดทดลองขนาด 25x200 มิลลิเมตร ปริมาณ 10 กรัม ปิดทบัดว้ยจุกส าลี  

อาหารแข็งเมล็ดขา้วไร่ และเมล็ดข้าวบาเล่ย ์มีวิธีการเตรียม ดังน้ี น าเมล็ดขา้วไร่ และ

เมล็ดขา้วบาเล่ย ์มาลา้งน ้ าให้สะอาดแลว้ผึ่งให้สะเด็ดน ้ าหรือพอหมาด จากนั้นชัง่เมล็ดปริมาณ 10 กรัม ใส่

หลอดทดลองขนาด 25x200 มิลลิเมตร เติมน ้ากลัน่ 9 มิลลิลิตร ปิดทบัดว้ยจุกส าลี  

จากนั้ นน าอาหารแข็งเมล็ดธัญพืชทั้ งหมดน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส              

เวลา 15 นาที ท าการเจาะปลายเส้นใยของเช้ือราท่ีเพาะเล้ียงเป็นเวลา 20 วนั จ  านวน 4 ช้ิน วางลงดา้นบนของ

อาหารแข็งเมล็ดธัญพืชท่ีใช้ในการทดสอบ บ่มเช้ือในสภาวะมืด ท่ีอุณหภูมิ 27±2                องศาเซลเซียส 

บนัทึกผลการเจริญจนเส้นใยเจริญเตม็หลอดทดลอง  

3. กำรชักน ำให้เกดิดอกเห็ด 

เตรียมเมล็ดขา้วฟ่าง (ขอ้ 2.4) จากนั้นเทเมล็ดขา้วฟ่างปริมาตร 15 กรัม ลงในจานเพาะเช้ือ 

เติมอาหารเหลว PDB ฆ่าเช้ือ ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ท าการเจาะปลายเส้นใยเช้ือราท่ีเพาะเล้ียงเป็นเวลา 20 วนั 

วางลงบนจานเพาะเช้ือพนัทบัดว้ย parafilm (Whatman) บ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิ 25±1 องศาเซลเซียส ในท่ีมืด เป็น

เวลา 30 วนั จากนั้นยา้ยมาเพาะเล้ียงในท่ีมีแสง 12 ชัว่โมง และสลบัเพาะเล้ียงในท่ีมืด 12 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิ 

25±1 องศาเซลเซียส บนัทึกผลการเปล่ียนแปลงของเส้นใยและการสร้างดอกเห็ด 

 

กำรวเิครำะห์ข้อมูล 

 

น าข้อมูลท่ีได้จากการการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของเส้นใยเช้ือรา               

จากเห็ดป่าท่ีบริโภคได ้มาวิเคราะห์ค่าทางสถิติโดยใชโ้ปรแกรมส าเร็จรูป SPSS โดยวิธี One-way ANOVA 

ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% (P = 0.05) 
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น ำข้อมูลกำรเพำะเห็ดป่ำกนิได้คืนสู่ชุมชน 

 ท าการส่งมอบรูปเล่มผลงานวิจยั และหัวเช้ือเห็ดป่ากินไดท่ี้เพาะไดใ้นระดบัห้องปฏิบติัการ ให้กบั

ผูบ้ริหารของ อบต.สะลวง อ.แม่ริม และอบต.สันป่ายาง อ.แม่แตง จ.เชียงใหม่ และจดัอบรมให้ความรู้เร่ือง

การเพาะเห็ดป่ากินได้ และขยายเส้นใยเพื่อคืนสู่ป่า เป็นแหล่งอาหารให้กบัชุมชนให้กบั ผูน้  าชุมชน และ

เยาวชนในชุมชน บา้นพระพุทธบาทส่ีรอย ต.สะลวง อ.แม่ริม และผูน้ าชุมชน และเยาวชนในชุมชน บา้น

เอียก ต.สันป่ายาง อ.แม่แตง จ.เชียงใหม่  

 

กำรเพำะเลีย้งเน้ือเย่ือของพืชสกุลไพล  

 3.1 วสัดุอุปกรณ์ 

3.1.1 พืชทดลอง 

หน่ออ่อนของพืชในสกุลไพล 3 ชนิด ไดแ้ก่  

- ไพลเหลือง (Zingiber montanum)  

- ไพลด า  (Zingiber ottensii)  

- ขิง (Zingiber  officinale  )   

 

3.1.2 เคร่ืองแก้ว 

1) ขวดเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ขนาด 8, 12 ออนซ์ 
2) ปิเปต ขนาด 1, 10 และ 20 มิลลิลิตร 
3) แท่งแกว้คนสาร  
4) บีกเกอร์ ขนาด 25, 50, 100, 250, 500 และ 1,000 มิลลิลิตร 
5) จานแกว้เพาะเช้ือ  
6) กระบอกตวง ขนาด 10, 500 และ 1,000 มิลลิลิตร 
7) ขวดปรับปริมาตร ขนาด 100 และ 1,000 มิลลิลิตร 
8) หลอดหยด  
9) ขวดแกว้สีชา 
10) หลอดทดลอง  
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3.1.3 สำรเคมี 

1) สารเคมีท่ีใชใ้นการเตรียมอาหารโดยใชสู้ตรของ Murashige and Skoog (MS, 1962) 
2) สารเคมีท่ีใชใ้นการฟอกฆ่าเช้ือ 

1. แอลกอฮอล ์95% และ 70% 
2. น ้ายาลา้งจาน 
3. เมอร์คิวริกคลอไรด ์(HgCl2) 
4. ทวนี 20 (Tween-20) 

 3)    สารควบคุมการเจริญเติบโต 

1. BA (6-Benzylaminopurine) 
2. NAA (-Napthaleneacetic acid) 

     4)    สารเคมีปรับค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) 

1. ไฮโดรคลอริก  (HCl) 
2. โซเดียมไฮดรอกไซด ์ (NaOH) 

5) น ้าตาลทราย  (Sucrose) 
6) ผงวุน้ (Agar)  

 
3.1.4 เคร่ืองมือทีใ่ช้ในกำรเตรียมอำหำรประกอบด้วย 

1) เคร่ืองชัง่หยาบ 2 ต าแหน่ง   บริษทั METTLER  TOLEDO รุ่น PG 2002-S 
2) เคร่ืองชัง่ละเอียด 4 ต าแหน่ง   บริษทั METTLER  TOLEDO รุ่น AG 204 
3) หมอ้น่ึงความดนัไอ (Autoclave)   บริษทั HIRAYAMA รุ่น HVE - 50 
4) เคร่ืองวดัค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH meter)  บริษทั METROHM SIAM  รุ่น  837  
5) เตาไฟฟ้า (Hot plate)  บริษทั  SCHOTT รุ่น D65319 
6) ตูเ้ยน็ 

 
3.1.5 อุปกรณ์และเคร่ืองมือที่ใช้ในกำรตัดเน้ือเย่ือ 

1) มีดผา่ตดั เบอร์ 11 
2) ดา้มมีด เบอร์ 3  
3) ปากคีบ  
4) ตูย้า้ยเน้ือเยือ่ 
5) ตะเกียงแอลกอฮอล์ 
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6) กระบอกฉีด 
 

3.1.6 อุปกรณ์เลีย้งเน้ือเย่ือภำยหลงักำรย้ำยเน้ือเย่ือลงขวดอำหำร 

1) ชั้นวางขวดเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่  ท่ีมีหลอดไฟฟลูออเรสเซนส์  ความสวา่ง 2500-3000 ลกัซ์  
2) เคร่ืองควบคุมเวลา (Timer) 
3) เคร่ืองปรับอากาศ (Air Condition)   

 
3.1.7 เคร่ืองมือทีใ่ช้บันทกึและเกบ็ข้อมูล 

1) กลอ้งถ่ายรูป 
2) ไมบ้รรทดั 
3) เคร่ืองชัง่ 
4) สมุด 
5) ปากกา 

 
3.2 วธีิด ำเนินกำรวจัิย 

3.2.1 กำรเตรียมอำหำร 

การเตรียมสารละลายเขม้ขน้ในสูตรอาหารของ Murahige and Skoog (1962) ดงัตาราง 

ภาคผนวก ก 

ขั้นตอนการเตรียมอาหาร 

การเตรียมอาหาร คร้ังละ 1 ลิตร ใชอ้าหารสูตร MS โดยเติมสารควบคุมการ 

เจริญเติบโต คือ BA ในอตัราส่วนความเขม้ขน้ท่ีต่างกนั 

 ขั้นท่ี 1 เทน ้ากลัน่ลงในบีกเกอร์ขนาด 1 ลิตร ประมาณ 300 มิลลิลิตร 

 ขั้นท่ี 2 ดูดสารละลายเขม้ขน้สูตร MS ลงในบีกเกอร์ตามล าดบั 

  - สตอ็คท่ี 1 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร  

  - สตอ็คท่ี 2-5  ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 

  - ใส่น ้าตาลซูโครส  30 กรัม 

 ขั้นท่ี 3 เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต BA ตามความเขม้ขน้ท่ีก าหนด 

 ขั้นท่ี 4 ปรับปริมาตรใหค้รบ 1,000 มิลลิลิตร โดยใชข้วดปรับปริมาตร 

 ขั้นท่ี 5 น าไปปรับความเป็นกรด-เบส (pH) ดว้ยกรดเกลือ (HCl) และ 
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โซเดียมไฮดรอกไซด ์(NaOH) โดยใหค้่า pH ท่ีไดอ้ยูร่ะหวา่ง 5.6-5.8 

 ขั้นท่ี 6 เติมผงวุน้ 7 กรัม คนใหวุ้น้กระจายตวัดีแลว้ยกไปวางบนเตาไฟฟ้าคนเบาๆตลอดเวลาจนวุน้

ละลาย 

 ขั้นท่ี 7 กรอกอาหารลงในขวดเพาะล้ียงเน้ือเยื่อท่ีเตรียมไว ้ปิดฝาใส่ถุงพลาสติกแลว้รัดดว้ยยางรัด 

 ขั้นท่ี 8 น าอาหารท่ีใส่ถุงเรียบร้อยแลว้ น าเขา้หมอ้น่ึงฆ่าเช้ือความดนัไอ 

(autoclave) ท่ีอุณหภูมิ 121องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที 

 ขั้นท่ี 9 น าขวดเพาะเล้ียงออกจากหมอ้น่ึงฆ่าเช้ือดว้ยความดนัไอท่ีเยน็แลว้เก็บในตูท่ี้สะอาดมิดชิด 

เพื่อน าไปใชเ้พาะเล้ียงต่อไป 

 

3.2.2. ศึกษำผลของ BA ต่อกำรเจริญเติบโตของไพลเหลือง ไพลด ำ และขิง 

 โดยแบ่งการทดลองออกเป็น  3 ส่วนคือ ผลของ BA ต่อการเจริญเติบโตของไพลเหลือง ไพลด าและ

ขิง มีขั้นตอนการดงัน้ี 

 1. น าเหงา้ไพลเหลือง  ไพลด า  และขิงมาลา้งใหส้ะอาด น าไปปลูกลงในกระบะทรายเพื่อใหเ้กิดการ

งอกเป็นหน่ออ่อนออกมา  โดยรดน ้ าทุกๆ   5 วนั   เน่ืองจากหากรดน ้ าบ่อยเกินไปจะ ท าให้เหงา้ไพลเหลือง 

ไพลด า และโดยเฉพาะขิงเกิดการเน่าได ้

 2.  ตดัแยกหน่ออ่อนซ่ึงมีตาอยูด่ว้ย ท่ีมีขนาดยาวประมาณ 5 น้ิว (ภาพท่ี ข.1) ออกจากเหงา้ น ามาลา้ง

ใหส้ะอาด แลว้ฟอกฆ่าเช้ือดว้ยสารละลายเมอร์คิวริกคลอไรด์ (HgCl2) ความเขม้ขน้ 15 เปอร์เซ็นต ์(ปริมาตร

ต่อปริมาตร) นาน 15 นาที    

3 ลา้งสารละลายฟอกฆ่าเช้ือออกดว้ยน ้ากลัน่ ท่ีน่ึงฆ่าเช้ือ 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที 

4  น าหน่อท่ีฟอกฆ่าเช้ือแลว้มาตดัแต่งบริเวณท่ีเน้ือเยือ่สัมผสักบัสารเคมีฟอกฆ่าเช้ือ รวมทั้งตดัส่วน

กาบใบทิ้ง 

5 ตดัแบ่งโคนหน่ออ่อนออกเป็น 4 ช้ิน  ตามแนวทแยงมุม (ภาพท่ี ข.2) 

6 น าไปเพาะเล้ียงในอาหารสูตร MS ท่ีเติมสารกระตุน้การเจริญเติบโต คือ BA ความเขม้ขน้ 0, 2.5, 

3.0, 3.5, 4.0 มิลลิกรัมต่อลิตร แลว้น าไปตั้งไวใ้นห้องเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อ                 (ภาพท่ี ข.3) เพื่อทดสอบ

สูตรอาหารท่ีเหมาะสมส าหรับการเจริญเติบโตโดยท าการยา้ยเน้ือเยือ่   เปล่ียนอาหารทุก 4 สัปดาห์ บนัทึกผล

การเจริญเติบโตหลงัการเพาะเล้ียง 
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3.2.3. ศึกษำกำรเจริญเติบโตของต้นกล้ำทีไ่ด้จำกกำรเพำะเลีย้ง 

น าขวดท่ีเพาะเล้ียง มาตั้งไวใ้นท่ีมีแสง และอุณหภูมิห้องนาน 10 วนั หลงัจากนั้น จึงน าตน้อ่อนออก

จากขวด  ลา้งน ้ าให้ อาหารวุน้ท่ีติดกบัรากออกให้หมดน ามาปลูกในโรงเรือนเพาะช า ในกระบะขนาด 2 x 2 

น้ิว วสัดุปลูก ทราย ดิน ขุยมะพร้าว อตัราส่วน 2 : 2 : 1 เป็นเวลา 2 สัปดาห์ แลว้บนัทึกขอ้มูล อตัราการรอด

ชีวติ 

 

3.2.4 กำรบันทกึผลกำรทดลองและวธีิกำรวเิครำะห์ข้อมูล 

 การบนัทึกผลการทดลองไดแ้ก่  ผลการเจริญเติบโตคือ จ านวนยอดและความสูงของยอด  และการ

เปล่ียนแปลงอ่ืนของช้ินส่วนพืช  โดยท าการวิเคราะห์ความแปรปรวน (ANOVA) โดยวิธี Complete 

Randomized Design, CRD  

 

กำรเพำะเลีย้งเน้ือเย่ือหญ้ำหวำน  

3.3 วสัดุอุปกรณ์ 

3.3.1 พืชทดลอง 
1) ช้ินส่วนของใบของหญา้หวาน (Stevia rebaudiana Bertoni) 

 
3.3.2 เคร่ืองแก้ว ใช้อุปกรณ์ เคร่ืองแก้ว และเคร่ืองมือ เหมือนกับในกำรทดลอง กำรเพำะเลีย้ง

เน้ือเย่ือไพล  
 

3.3.3 สำรเคมี ใช้เหมือนกบัในกำรทดลอง กำรเพำะเลีย้งเน้ือเย่ือไพล โดยมีกำรเพิม่เติม คือ 
สำรเคมีวเิครำะห์ปริมำณกลูโคส  
สารเคมีวเิคราะห์ปริมาณกลูโคส 

1.   กลูโคส (glucose, C6H12O6)  

2.   โซเดียมไฮดรอกไซด ์(sodium hydroxide, NaOH)  

3.   ไดไนโตรซาลิไซลิก แอสิด (dinitrosalicylic acid, C7H4N2O7)  

4.   น ้ากลัน่ 

3.3.4 เคร่ืองมือทีใ่ช้ในกำรเตรียมอำหำร ใช้เหมือนกบัในกำรทดลอง                 กำรเพำะเลีย้ง
เน้ือเย่ือไพล 
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3.3.5 เคร่ืองมือทีใ่ช้ในกำรวเิครำะห์ปริมำณกลูโคส 

1) เคร่ืองวดัค่าดูดกลืนแสง (UV-VIS spectrophotometer) 

2) เคร่ืองเขยา่ (vortex mixer)  

3) ตูอ้บลมร้อน (Hot Air Oven) 

 

3.3.6 อุปกรณ์และเคร่ืองมือทีใ่ช้ในกำรตัดเน้ือเย่ือ ใช้เหมือนกบัในกำรทดลอง กำรเพำะเลีย้ง

เน้ือเย่ือไพล 

 

3.3.7อุปกรณ์เลีย้งเน้ือเย่ือภำยหลงักำรย้ำยเน้ือเย่ือลงขวดอำหำร 
- ชั้นวางขวดเล้ียงเน้ือเยือ่ท่ีมีหลอดไฟฟลูออเรสเซนส์ 
- เคร่ืองควบคุมเวลาปิด-เปิดไฟ 
 

3.4 วธีิด ำเนินงำนกำรเพำะเลีย้งเน้ือเย่ือหญ้ำหวำน  

3.4.1 ขั้นตอนกำรเพำะเลีย้งเน้ือเย่ือ 

        1.   วางแผนการทดลอง โดยแบ่งการทดลองออกเป็น 7 ชุดการทดลอง (Treatment) และท าการทดลอง

ละ 10 ซ ้ า จ  านวน 3 รอบ 

        2.    เตรียมอาหารสูตร MS (1962) ซ่ึงเติม NAA และ BA ในอตัราส่วนความเขม้ขน้ต่าง ๆ กนั ดงั 

ตารางท่ี 3.1 

ตำรำงที ่3.1 แสดงอตัรำส่วนควำมเข้มข้นของ NAA และ BA ในสูตรอำหำรที่เพำะเลีย้ง 

สูตรอำหำร ปริมำณ NAA  
(มิลลิกรัม ต่อลิตร) 

ปริมำณ BA  
(มิลลิกรัม ต่อลิตร) 

T1 0 0 
T2 1 0 
T3 0 1 
T4 1 1 
T5 2 1 
T6 1 2 



99 
 

T7 2 2 
 

3.4.2 วธีิกำรทดลอง 

ขั้นตอนกำรเตรียมสำรทีใ่ช้ในกำรทดลอง 

1. กำรเตรียมอำหำร 
1.1 การเตรียมสารละลายเขม้ขน้ในสูตรอาหารของ Murahige and Skoog (1962)  

ดงัตารางภาคผนวก ก 
1.2 ขั้นตอนการเตรียมอาหาร  เตรียมคร้ังละ 1 ลิตร ใชอ้าหารสูตร MS โดยเติม 

สารควบคุมการเจริญเติบโต คือ NAAและ BA ในอตัราส่วนวามเขม้ขน้ท่ีต่างกนั 
 ขั้นท่ี 1 เทน ้ากลัน่ลงในบีกเกอร์ขนาด 1 ลิตร ประมาณ 300 มิลลิลิตร  

 ขั้นท่ี 2 ดูดสารละลายเขม้ขน้สูตร MS ลงในบีกเกอร์ตามล าดบั 

  - สตอ็คท่ี 1 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร l 

  - สตอ็คท่ี 2-5  ปริมาตร 10 มิลลิลิตร  

  - ใส่น ้าตาลซูโครส  30 กรัม  

 ขั้นท่ี 3 เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต NAA และ BA ตามสูตร 

 ขั้นท่ี 4 ปรับปริมาตรใหค้รบ 1,000 มิลลิลิตร โดยใชข้วดปรับปริมาตร 

  ขั้นท่ี 5 น าไปปรับความเป็นกรด-เบส (pH) ดว้ยกรดเกลือ (HCl) และโซเดียม ไฮดรอกไซด ์

(NaOH) โดยใหค้่าท่ีไดป้ระมาณ 5.6-5.7 

 ขั้นท่ี 6 เติมผงวุน้ 7 กรัมคนใหวุ้น้กระจายตวัดีแลว้ยกไปวางบนเตาไฟฟ้าคน 

เบาๆ ตลอดเวลาจนวุน้ละลาย 

  ขั้นท่ี 7 กรอกอาหารลงในขวดเพาะล้ียงเน้ือเยื่อท่ีเตรียมไว ้ปิดฝาใส่ถุงพลาสติกแลว้รัดดว้ย

ยางรัด 

 ขั้นท่ี 8 น าขวดอาหารท่ีท าการกรอกเรียบร้อยแลว้ มาใส่ในถุงพลาสติกทน 

ร้อน รัดดว้ยยางรัด น าเขา้เคร่ืองน่ึงฆ่าเช้ือความดนัไอ(Autoclave) ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 

15 ปอนดต่์อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที 

  ขั้นท่ี 9 น าขวดเพาะเล้ียงออกจากหมอ้น่ึงฆ่าเช้ือดว้ยความดนัไอท่ีเยน็แลว้เก็บในตูท่ี้สะอาด

มิดชิด 
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2. วธีิกำรตัดเน้ือเย่ือ 
 ท าความสะอาดภายในหอ้งตดัเน้ือเยือ่ และท าการเช็ดตูย้า้ยเน้ือเยื่อ ดว้ยแอลกอฮอล ์70เปอร์เซ็นต ์เปิด

หลอดรังสีอุลตราไวโอเลตเพื่อฆ่าเช้ือภายในตูอ้ยา่งนอ้ย 30 นาที 

 เตรียมตน้หญา้หวาน ตดัส่วนใบน าส่วนใบท่ีไดม้าท าความสะอาดโดยการลา้งดว้ยน ้ายาลา้ง

จานเจือจางแลว้ลา้งออกดว้ยน ้าสะอาด 

 น าส่วนใบของหญ้าหวนท่ีผ่านการล้างน าเขา้ตูต้ดัเน้ือเยื่อ น าไปฟอกฆ่าเช้ือ บริเวณผิวด้วยคลอ

ร็อกซ์ (Clorox) 10 เปอร์เซ็นต ์ท่ีหยด tween-20 จ านวน 1-2 หยด เขยา่เบาๆ เป็นเวลา 15 นาที ท าการฟอกฆ่า

เช้ืออีกคร้ังดว้ยคลอร็กซ์ 5 เปอร์เซ็นต ์ท่ีหยด tween-20 จ านวน 1-2 หยด เขยา่เบาๆ เป็นเวลา 15 นาที ท าการ

ลา้งดว้ยน ้ ากลัน่ท่ีน่ึงฆ่าเช้ือแลว้ 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที คีบส่วนใบวางบนจานเพาะเช้ือ แลว้ท าการตดัเน้ือเยื่อ

โดยใช้มีดท่ีท าการฆ่าเช้ือแลว้ ตดัส่วนท่ีโดยคลอรอกซ์ออกทิ้งประมาณ 0.5 เซนติเมตร ท าการตดัช้ินส่วน

ของใบขนาดประมาณ 0.5  0.5 เซนติเมตร ไปวางบนอาหารท่ีเตรียมไว ้ตามสูตร 1-7 น าขวดเพาะเล้ียง

เน้ือเยื่อท่ีตดัเน้ือเยื่อเสร็จแลว้ไปวางบนชั้นวางขวดเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อ ภายในห้องเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อ บนัทึก

ขอ้มูลทุกๆ 1 สัปดาห์ ตั้งแต่เร่ิมเกิดแคลลสั เป็นเวลา 1 เดือน เม่ือครบ 1 เดือน ท าการตดัแบ่งเน้ือเยือ่แคลลสั

ไปยงัอาหารชุดใหม่ บนัทึกขอ้มูลทุก ๆ สัปดาห์   

3. ข้ันตอนกำรบันทกึข้อมูล 

 สังเกตและบนัทึกผลการทดลอง  นบัจากวนัท่ีเร่ิมมีการเจริญ โดยสังเกตและบนัทึกผลจาก ขนาด

ของแคลลสั โดยวดัดา้นกวา้ง ดา้นยาว น ้าหนกัของแคลลสั บนัทึกภาพถ่ายดว้ยกลอ้งถ่ายรูป 

4. วธีิกำรวเิครำะห์ข้อมูล 

 น าขอ้มูลท่ีไดไ้ปวเิคราะห์ขอ้มูลทางสถิติโดยวธีิ การวเิคราะห์ขอ้มูลโดยหาค่าเฉล่ีย การวเิคราะห์

ความแปรปรวน (ANOVA) โดยวธีิของ Least Significant Difference (LSD) 

 

3.1 วสัดุ อุปกรณ์ ทีใ่ช้ในกำรเกบ็ตัวอย่ำงแมลงน ำ้ 

 3.1.1 สวงิแบบ D-Frame net 

    3.1.2 ถุงพลาสติกและยางรัด 

3.1.3 กะละมงั 
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      3.1.4 เขม็เข่ีย 

      3.1.5 แวน่ขยาย 

       3.1.6 ปากคีบ 

       3.1.7 กลอ้งจุลทรรศน์แบบสเตอริโอ (Stereomicroscope) 

      3.1.8 สมุดบนัทึก 

       3.1.9 ปากกาเมจิก 

       3.1.10 กลอ้งถ่ายรูปดิจิตอล 

3.2 วสัดุ อุปกรณ์ ทีใ่ช้ในกำรเกบ็ตัวอย่ำงแมลงบก 

 3.2.1 สวงิดกัจบัแมลง 

 3.2.2 ขวดส าหรับน็อคแมลง 

 3.2.3 สมุดจดบนัทึก 

 3.2.4 ปากกา 

 3.2.5 ไมบ้รรทดั 

 3.2.6 กลอ้งถ่ายรูปดิจิตอล 

 3.2.7 กลอ้งจุลทรรศน์ 3 มิติ (stereo microscope) 

 3.2.8 ตูอ้บลมร้อน 

 3.2.9 เขม็หมุด 

 3.2.10 โฟม 

 3.2.11 ภาชนะใส่แมลง 

 3.2.12 ปากคีบ 
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3.3 อุปกรณ์ทีใ่ช้ในกำรส ำรวจนก 

3.3.1 กลอ้งส่องทางไกลแบบสองตา (binocular) 

3.3.2 กลอ้งส่องทางไกลแบบตาเดียว (telescope) 

3.3.3 กลอ้งถ่ายภาพน่ิง 

3.3.4 กลอ้งถ่ายภาพเคล่ือนไหว 

3.3.5 หนงัสือคู่มือดูนก 

3.3.6 สมุดบนัทึก ดินสอ 

3.4 สำรเคมีในกำรเกบ็ตัวอย่ำงแมลงบกและแมลงน ำ้ 

    3.4.1 ฟอร์มาลีน  4%  

      3.4.2 แอลกอฮอล ์ 95 % 

     3.4.3 แอลกอฮอล ์ 70 % 

      3.4.4 น ้ากลัน่ 

 3.4.5 ปูนปลาสเตอร์ หรือส าลี 

 3.4.6 เอทิลอะซิเตท (Ethyl acetate) 

3.5 สถำนทีด่ ำเนินกำรศึกษำ 

 บริเวณพื้นท่ีป่าบา้นเอียก ต าบลสันป่ายาง อ าเภอแม่แตง จงัหวดัเชียงใหม่ และวดัพระบาทส่ีรอย 

ต าบลสะสวง อ าเภอแม่ริม จงัหวดัเชียงใหม่ 
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ภาพท่ี 3.1 แสดงแผนท่ีท่ีท าการส ารวจผเีส้ือและแมลงปอ 

หมายเหตุ : เคร่ืองหมายคือ พื้นท่ีท่ีท าการส ารวจ 

ท่ีมา : http://www. maetaeng-cm.com 

 

     พื้นท่ีเก็บตวัอยา่งแมลงน ้า จุดท่ีเลือกศึกษามีทั้งหมด  4   จุด ดงัน้ี 

           จุดท่ี   1 BE 1 บริเวณเส้นทางเดินป่า 

           จุดท่ี   2 BE 2 บริเวณตน้น ้าเหนือหมู่บา้น 

           จุดท่ี   3 BE 3 บริเวณทา้ยหมู่บา้นเขตรอยต่อวดัพระบาทส่ีรอย 

           จุดท่ี   4 BE 4 บริเวณน ้าตกสายหมอก   

           จุดท่ี   5 BE 5 บริเวณน ้าตกตาดหลวง 

 

3.6 วธีิกำรด ำเนินวจัิย 
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      3.6.1 ศึกษำควำมหลำกหลำยของแมลงน ำ้ 

     1) เก็บตวัอยา่งแมลงน ้าโดยใชว้ธีิ Kick sampling และ วธีิ Sweep sampling (Anon, 1994) 

1.1) วธีิ Kick sampling 

ใชส้วงิน ้าท่ีมีความกวา้งของปากสวงิประมาณ 50 เซนติเมตร 

 

 

วางปากสวงิน ้าลงบนพื้นทอ้งน ้าโดยวางทิศทางทวนกระแสน ้า 

 

 

ใชไ้มเ้ข่ียหรือใชก้อ้นหินโยนไปกา้นหนา้ของปากสวงิน ้า เพื่อใหส้ัตวท่ี์อาศยัอยูพ่ื้นทอ้งน ้า 

ถูกรบกวนและไหลตามกระแสน ้าเขา้สู่ปากสวงิน ้า 

 

 

การท าแต่ละต าแหน่งใชเ้วลา 3 นาที จะท าการยา้ยต าแหน่งการเก็บตวัอยา่ง 

โดยในแต่ละจุดท่ีเก็บตวัอยา่งจะยา้ยต าแหน่ง 3 คร้ัง ระยะห่างประมาณ 2 เมตร 

1.2) วธีิ Sweep sampling 

ใชส้วงิน ้ากวาด แกวง่ บริเวณโคนกอหญา้ หรือพืชริมฝ่ัง 

 

 

น ามาแยกเศษขยะ เศษไม ้เศษใบไม ้และสัตวไ์ม่มีกระดูกสันหลงัออกจากกนั 
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      2) ท าการแยกแมลงน ้ าออกจาก กรวดหิน เศษขยะ เศษใบไม้ เทใส่ถุงพลาสติก เติมฟอร์มาลีน  4% , 

Alcohol 95 % รัดปากถุงให้แน่นด้วยยางรัด เพื่อมาท าการตรวจสอบและจ าแนกแมลงน ้ าในระดับวงศ ์

(Family) ต่อไปในหอ้งปฏิบติัการ 

       3) ตรวจสอบเพื่อส ารวจชนิดโดยใช้หนงัสือในการตรวจวินิจฉัยตวัอย่างของ (McCafferty ,1981) และ

ปริมาณของแมลงน ้ า ภายใตก้ล้องจุลทรรศน์แบบสเตอริโอโดยท าการตรวจสอบตวัอย่างท่ีพบแต่ละชนิด

จนถึงระดบัวงศ ์(Family) และถ่ายรูปตวัอยา่งแมลงน ้า 

 

    3.6.2 กำรวเิครำะห์ข้อมูล 

 1) ใช้วิธีการค านวณ BMWP score และ ASPT โดยน าแมลงน ้ าวงศ์ต่าง ๆ ในแต่ละจุดเก็บตวัอย่าง 

ซ่ึงวินิจฉยัเรียบร้อยแลว้มาใหค้ะแนนตาม BMWP score ของแมลงน ้ าทัว่ไป ซ่ึงมีค่าแตกต่างกนัในสัตวท่ี์อยู่

ในน ้ าท่ีมีคุณภาพน ้ าต่างกนัอย่างชัดเจน แมลงน ้ าท่ีทนทานต่อมลพิษน้อยมีคะแนนสูง ส่วนท่ีทนทานต่อ

มลพิษมากมีคะแนนต ่า เอาคะแนนของสัตวแ์ต่ละวงศ์มารวมกนั ค่าท่ีไดเ้รียกว่า BMWP score น าค่าท่ีไดน้ี้

หาค่า ASPT โดย (Mustow, 2002) 

 

  ASPT =     BMWP score      

       จ านวนวงศข์องสัตวท่ี์พบและสามารถใหค้ะแนนได ้

 

 2) ค่าดชันีความหลากหลายโดยใช้สูตรของ shannon – weiner diversity  index ท่ีได้ดดัแปลงแล้ว  

(Washington, 1984;  Ludwig &  Reynolds , 1988 ; Clarke  &  Warwick , 2001) มีสูตร ดงัน้ีคือ 

 

 -  H
  ii PP 2log
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  เม่ือ H = ดชันีความหลากหลาย 

Pi = สัดส่วนของจ านวนส่ิงมีชีวติท่ี i  ต่อจ านวนตวัอยา่งทั้งหมด 

3.7 วธีิด ำเนินกำรวจัิยในกำรเกบ็ตัวอย่ำงผเีส้ือและแมลงปอ 

ผูว้จิยัไดท้  าการเลือกศึกษาพื้นท่ีวจิยับริเวณพื้นท่ีป่าบา้นเอียก ต าบลสันป่ายาง อ าเภอแม่แตง จงัหวดั

เชียงใหม่ โดย และไดเ้ลือกท าการเก็บตวัอยา่งเฉพาะแมลงปอ และผเีส้ือ เน่ืองจากการเก็บขอ้มูลพื้นฐาน

เบ้ืองตน้ แมลงชนิดอ่ืนมีการปรากฏจ านวนนอ้ย * 

  3.7.1 ภาคสนาม 

1) ด าเนินการส ารวจเส้นทางศึกษา สภาพป่าไม ้ชนิดของดิน และตน้ไมท่ี้เป็นถ่ินท่ีอยูอ่าศยั

ของผเีส้ือและแมลงปอ 

2) ก าหนดเขตพื้นท่ีในการส ารวจใช้วิธีส ารวจโดยเลือกแบบสุ่ม ทัว่พื้นท่ีป่าบา้นเอียก เม่ือ

เลือกเส้นทางในการสุ่มไดแ้ลว้ ท าการเก็บตวัอยา่ง 2 ช่วงเวลา ในตอนเชา้ เร่ิมตั้งแต่เวลา 8.30 น. ถึง 

12.30 น. ในช่วงบ่าย เร่ิมตั้งแต่ 13.30 น.-17.30 น.  

3) ท าการสุ่มเก็บตวัอยา่งผีเส้ือและแมลงปอในพื้นท่ี โดยใชส้วิงในการเก็บตวัอยา่ง โดยใช้

วธีิการเดินเขา้คน้หาบริเวณจุดส ารวจ แลว้ใชส้วงิโฉบจบั หรือใชก้ารถ่ายภาพดว้ยกลอ้งดิจิตอล 

4) เก็บผเีส้ือและแมลงปอโดยใชข้วดฆ่าแมลงท่ีมีสารเอทิลอะซิเตท (Ethyl aceted) 

3.7.2. หอ้งปฏิบติัการ 

  1) น าผีเส้ือและแมลงปอท่ีไดจ้ากการส ารวจมาสังเกตรูปร่างพร้อมทั้งถ่ายรูปประกอบเพื่อ

จะจดัจ าแนกและตอ้งรักษาแมลงใหมี้รูปร่างครบสมบูรณ์เช่น ขา หนวด เป็นตน้ 

  2) การเก็บตวัอย่างผีเส้ือและแมลงปอเก็บใส่ในขวดเพื่อท าการจดัรูปร่างโดยน าผีเส้ือและ

แมลงปอท่ีจบัไดม้าจดัรูปร่างโดยใชเ้ขม็ปักแมลง ใหอ้ยูใ่นท่าท่ีเป็นธรรมชาติ 

  3) การรักษาสภาพแมลงโดยการอบท่ีตูอ้บอุณหภูมิ 50-60°C เป็นเวลา 1 ชัว่โมง 
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  4) เก็บรักษาในกล่องเก็บแมลง 

  5) น าตวัอยา่งท่ีไดไ้ปวนิิจฉยัโดยจ าแนกถึงล าดบัจีนสั (genus) และสปีชีส์ (species) 

 

3.8 กำรส ำรวจชนิดของนก 

3.8.1 ท าการศึกษาโดยใชว้ธีิการวางเส้นส ารวจ (Line transect method) บนเส้นทางศึกษา 

ระยะทางทั้งส้ิน5 กิโลเมตร ตามเส้นทางศึกษาทางเดินธรรมชาติ 

3.8.2 เร่ิมส ารวจตั้งแต่เวลา 08.00 – 10.00 น. และ 15.00 – 17.00 น. โดยบนัทึกชนิดของนกท่ี

พบทุกระยะ 50 เมตรของเส้นส ารวจ และระยะห่างไม่เกิน 25 เมตรตามแนวตั้งฉากจากเส้นส ารวจ 

3.8.3 ท าการส ารวจเดือนละ 1-2 คร้ัง ตั้งแต่เดือนพฤษภาคม 2552 ถึง ธนัวาคม 2552 รวมทั้งส้ิน 

11 คร้ัง 

 การจ าแนกชนิดของนก 

อา้งอิงจากหนงัสือคู่มือดูนก A Guide to the Birds of Thailand (Lekagul and Round, 1991) 

และ A Field Guide to the Birds of Thailand and South-East Asia (Robson, 2000) 

3.9 กำรก ำหนดพืน้ทีด่ ำเนินงำนกำรถ่ำยทอดองค์ควำมรู้สุ่ชุมชน  

พื้นท่ีหมู่บา้นพระบาทส่ีรอย ต.สันป่ายาง อ.แม่ริม จ.เชียงใหม่ โดยในพื้นท่ี ประชากรส่วนใหญ่มี
ความสัมพนัธ์กบัส่ิงมีชีวติในพื้นท่ีโดยตรง รวมถึงมีการด าเนินชีวติตามวถีิการเกษตร เช่น หาของป่า การท า
ไร่ขา้วโพด และพืชสวน  นอกจากน้ียงัมีการท าปศุสัตวแ์ละโรงงานอุตสาหกรรมในครัวเรือนขนาดเล็กเช่น
ทอ้ดอง และยาสมุนไพรเป้นตน้   

3.6.1 กลุ่มเป้ำหมำย 

เยาวชนและผูน้ าชุมชน และตวัแทนชุมชน ในเขตพื้นท่ีหมู่บา้นพระบาทส่ีรอย ต.สันป่ายาง อ.แม่ริม 
จ.เชียงใหม่ และสามารถเป็นตวัแทนในการขยายเครือข่ายไดเ้ม่ือเสร็จส้ินโครงการ 

         3.6.2 กำรเกบ็ข้อมูล 

การเก็บขอ้มูลจะเก็บในสองดา้นหลกัไดแ้ก่ การประเมินคุณภาพน ้ าจากชุมชน/เยาวชน/โรงเรียนโดย
การใช้ส่ิงมีชีวิตติดตามตรวจสอบส่ิงแวดล้อม  โดยจะอยู่ในรูปของขอ้มูลการวิเคราะห์คุณภาพน ้ า และ
เครือข่ายการเฝ้าระวงัและติดตามตรวจสอบคุณภาพน ้ า การสร้างและจดัการระบบบ าบดัน ้ าเสีย อีกดา้นจะ
เป็นการเก็บขอ้มูลและสังเคราะห์ขอ้มูลจากสถิติการเจบ็ป่วยและการประเมินคุณภาพชีวติท่ีดีข้ึนในชุมชน 
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 3.6.3  กจิกรรมในโครงกำร 

กจิกรรมที ่1 กำรร่วมศึกษำองค์ควำมรู้ในพืน้ที ่

นกัวจิยัร่วมเก็บตวัอยา่งและศึกษาองคค์วามรู้ชุมชน ร่วมกบัเยาวชนและนกัวิจยัทอ้งถ่ิน และติดตาม
ตรวจสอบคุณภาพน ้ าโดยใช้ดชันีชีวภาพอยา่งง่ายร่วมกบัการวิเคราะห์คุณภาพน ้ าทางดา้นกายภาพและเคมี
อย่างง่ายบางประการในน ้ าของเขตพื้นทีศึกษา  การติดตามตรวจสอบลกัษณะองค์ประกอบพื้นท่ี  ความ
หลากหลาย ความอุดมสมบูรณ์ของระบบนิเวศ องค์ความรู้ภูมิปัญญาทอ้งถ่ิน โดยมีการให้ผูเ้ข้าร่วมการ
อบรมมีความรู้ ความเขา้ใจ ประเมินคุณภาพน ้า เก็บตวัอยา่ง วางแผนและสามารถปฏิบติัไดจ้ริง 

กจิกรรมที ่2 กำรศึกษำวจัิยติดตำมตรวจสอบและประเมินคุณภำพน ำ้ 

การติดตามตรวจสอบและประเมินคุณภาพน ้า โดยจะมีการด าเนินการจากผูเ้ขา้ร่วมโครงการท่ีผา่นการ
อบรมและมีการประเมินคุณภาพน ้า โดยกิจกรรมจะมีการศึกษาคุณภาพน ้าในหลายปัจจยัดงัน้ี 

ท าการด าเนินการเก็บตวัอย่างส่ิงมีชีวิตโดยผูเ้ขา้ร่วมการอบรม และควบคุมดูแลโดยคณะวิทยากร
ข้อมูลดังกล่าวจะน ามาใช้ในการจัดท าดัชนีทางชีวภาพบ่งบอกคุณภาพน ้ า โดยส่ิงมีชีวิตท่ีเลือกมา
ท าการศึกษาประกอบดว้ย แมลงน ้ า และนก และสามารถน ามาประเมินคุณภาพส่ิงแวดลอ้มจากส่ิงมีชีวิตท่ี
พบได้ นอกจากน้ีการเก็บตวัอย่างโดยเยาวชนและชุมชนท้องถ่ินจะท าควบคู่ไปกบัการเก็บตวัอย่างและ
วนิิจฉยัโดยนกัวจิยัจากมหาวทิยาลยั  

กจิกรรมที ่3 กำรติดตำมตรวจสอบลกัษณะองค์ประกอบพืน้ที ่และควำมอุดมสมบูรณ์ของระบบนิเวศ 

การติดตามตรวจสอบลกัษณะองคป์ระกอบพื้นท่ีท่ีมีผลต่อลกัษณะทางกายภาพ เคมี และชีวภาพของ
แหล่งน ้ า โดยเฉพาะอย่างยิ่งองค์ประกอบของระบบนิเวศไม่ว่าจะเป็นผูผ้ลิต ผูบ้ริโภค และการส่งต่อของ
พลงังานและสารอาหาร  ท่ีสามารถน ามาประเมินความอุดมสมบูรณ์ของระบบนิเวศได ้

กิจกรรมที่ 4 กำรสรุปผลและกำรประเมินควำมเข้มแข็งของชุมชนและกำรมีได้รับผลส ำเร็จจำกกำร
วจัิย 

ขอ้มูลจากการเก็บตวัอย่างของนกัวิจยัและผูเ้ขา้ร่วมโครงการรวมถึงกิจกรรมท่ีเกิดในชุนในการเก็บ
ตวัอยา่งแต่ละคร้ังในระยะเวลาท่ีก าหนด จะน ามาสรุป เปรียบเทียบ เพื่อหาความสัมพนัธ์ระหวา่การวเิคราะห์
โดยเยาวชนและชุมชนกับนักวิจยั เพื่อท่ีสามารถบ่งช้ีและสร้างความเช่ือมั่นของการติดตามตรวจสอบ
คุณภาพน ้ าและสภาพนิเวศโดยชุมชนรวมถึงสามารถด าเนินการตามกิจกรรมท่ีได้เรียนรู้ได้อย่างต่อเน่ือง 
และถูกตอ้ง ชุมชนมีความเขม้แขง็จากกิจกรรมต่างและ รวมถึงมีรายไดเ้สริมจากการท่องเท่ียวอีกดว้ย 
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3.10 จัดท ำเส้นทำงเดินเพ่ือศึกษำนกในพืน้ที่ 

1) กำรส ำรวจ 

      ขั้นตอนปฏิบติัการส ารวจเส้นทางเร่ิมตน้ท่ีการแบ่งกลุ่มส ารวจออกเป็นสองทีม แต่ละทีมประกอบ

ไปดว้ยตวัแทนตวัแทนของผูท่ี้มีความรู้และความเช่ียวชาญทางดา้นสภาพนิเวศ และความหลากหลายของนก

ในพื้นท่ีวจิยั แต่ละกลุ่มจะมีผูช่้วยกลุ่มละ 5 คนท่ีจะท าหนา้ท่ี วดัพิกดั วดัระยะทาง จดัท าบนัทึกระดบัความ

สูง ถ่ายภาพ บนัทึกขอ้มูล และเขียนแผนท่ีร่าง โดยทั้งสองทีมจะเดินส ารวจกนัคนละดา้นของเส้นทาง และ

จะก าหนดใหเ้ส้นมาบรรจบกนักลางทาง  

                            

ภำพ การศึกษา วดั และก าหนดจุด พร้อมวเิคราะห์พื้นท่ี และพิกดัภูมิศาสตร์เส้นทางศึกษาธรรมชาติ  

 

2) กำรก ำหนดลกัษณะเพำะของเส้นทำง 

เส้นทางศึกษาธรรมชาติและนกในพื้นท่ีสะลวง จะถูกด าเนินการศึกษาและวจิยัอยา่งละเอียด เพื่อหา

คุณลกัษณะเฉพาะของเส้นทาง เช่น มีความหลากหลายทางชีวภาพของนก รวมถึงควรจะมีปริมาณของนกใน

พื้นท่ีสูง เพื่อจะสามารถพฒันาและด าเนินการในเชิงการท่องเท่ียวเชิงนิเวศได ้ ซ่ึงในปัจจุบนัความ

หลากหลายทางชีวภาพของนกในประเทศไทยไดรั้บความสนใจเป็นอยา่งมากในเชิงคุณค่าของทรัพยากร
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ชีวภาพ  นอกจากน้ียงัศึกษาถึงลกัษณะของพื้นท่ีท่ีเหมาะสมและไม่เหมาะสมกบัการเจริญและการกระจาย

ของนกในพื้นท่ี เน่ืองจากกิจกรรมต่างๆ และลกัษณะของพื้นท่ีท าใหน้กอาจจะมีการกระจายตวัแตกต่างกนั

ออกไปตามปัจจยัต่างๆ เช่น ความสูงของพื้นท่ี ลกัษณะภูมิประเทศ ภูมิอากาศ และอาหาร ซ่ึงปัจจยัเหล่าน้ี

ลว้นส่งผลต่อการอยูร่อดของนก โดยเฉพาะนกท่ีมีการกระจายตวัค่อนขา้งนอ้ย นอกจากน้ีในนกในพื้นท่ีบาง

ชนิดยงัเป็นนกท่ียงัมีคุณประโยชน์ แต่พบไดน้อ้ย เน่ืองจาก บางชนิดใกลสู้ญพนัธ์ุ บางชนิดหายาก บางชนิด

ถูกคุกคามอยา่งต่อเน่ือง ท าใหจ้  านวนประชากรในธรรมชาติลดลงอยา่งรวดเร็ว    

 

      

 

 

 

 




