
บทที่  3

วิธีดําเนินการวิจัย

อุปกรณและสารเคมี

1. สวิงจับแมลง

2. ขวดเก็บตัวอยาง ขนาด 15 มิลลิลิตร

3. ชุดผาตัดและถาดผาตัดแมลง

4. กระจกสไลด

5. กระจกปดสไลด ขนาดเสนผานศูนยกลาง15 มิลลิเมตร (Menzel – Glaser, 

Germany)

6. Microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 

7. กลองใสสไลด ขนาด 100 ชอง

8. แอลกอฮอลเขมขน 70 เปอรเซ็นต

9. Gum  arabic (Fluka)

10. Chloral  hydrate (Fluka)

11. Glycerine (Merck)

12. Ethyl acetate (Merck)

เครื่องมือที่ใชในการวิจัย

1. กลองจุลทรรศนสเตอริโอ รุน SZ 11

2. กลองจุลทรรศนสเตอริโอ  รุน SZH 10 (Research Stereo)

3. กลองดิจิตอล Olympus 5.0 Mega pixel

4. กลองดิจิตอล ยี่หอ Sony

5. Hot air oven

6. Slide warmer
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วิธีดําเนินการวิจัย

การเก็บตัวอยาง
1. เก็บตัวอยางชันโรงงาน T. collina  จากรังที่พบในเขตภาคเหนือ และภาคตะวันออก 

เฉียงเหนือ ตั้งแตเสนละติจูดที่ 16 ๐ เหนือ ถึง 20 ๐ เหนือ จํานวน 54 รัง ๆ ละ 30 ตัว ใสในขวดเก็บ

ตัวอยางที่มี ethyl acetate เพื่อทําใหชันโรงสลบและชวยใหสวนของโพรบอสซิส (proboscis) ยืดยาว

ออกมาไดดี 

                                                   

ภาพ 2  แผนที่ประเทศไทยแสดงตําแหนงจังหวัดที่เก็บตัวอยางชันโรง T. collina

1 = จังหวัดพะเยา

2 = จังหวัดเชียงใหม

3 = จังหวัดลําปาง

4 = จังหวัดนาน

5 = จังหวัดแพร

6 = จังหวัดตาก

7 = จังหวัดแมฮองสอน

8 = จังหวัดสุโขทัย

9 = จังหวัดพิษณุโลก

10 = จังหวัดกําแพงเพชร

11 = จังหวัดเพชรบูรณ

12 = จังหวัดเลย

13 = จังหวัดขอนแกน

14 = จังหวัดกาฬสินธุ

15 = จังหวัดมหาสารคาม

16 = จังหวัดสกลนคร

17 = จังหวัดนครพนม

18 = จังหวัดหนองคาย
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2. นําชันโรงที่สลบใสในขวดเก็บตัวอยางที่มีแอลกอฮอลเขมขน 70 เปอรเซ็นต เพื่อ

รักษาสภาพตัวอยาง 

การผาตัดและการทําสไลดตัวอยาง
1.  นําชันโรงงาน T. collina วางบนถาดผาตัดที่มีแอลกอฮอลเขมขน 70 เปอรเซ็นต

บรรจุอยูเพื่อไมใหตัวอยางแหง  โดยทําการผาตัดภายใตกลองจุลทรรศนสเตอริโอ 

2.  ผาตัดชันโรงงานแตละตัวเพื่อแยกสวนตาง ๆ ที่ตองการศึกษาลักษณะทางสัณฐาน

วิทยา คือ ปกหนา (fore wing) ปกหลัง (hind wing) หนวด (antenna) กราม (mandible) โพรบอสซิส 

(proboscis) ขาหลัง (hind leg) และสวนบนของอกปลองที่ 2 (mesoscutum และ mesoscutellum)

(ภาพ 3) โดยมีขั้นตอนการผาตัดดังนี้

         proboscis

ภาพ 3  สวนตาง ๆ ที่ตองการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของชันโรงงาน T. collina

(ที่มา: Sung et al., 2004; Dade, 1985; Schwarz, 1939)

2.1  ใชเข็มปกแมลงแทงลงบนดานหนาของสวนหัวของชันโรงงาน เพื่อตรึงชันโรงงาน

บนถาดผาตัด ใชใบมีดผาตัดคอย ๆ เลาะเนื้อเยื่อรอบกรามแลวใชปากคีบดึงกรามแยกออกจาก  

บริเวณสวนปาก แลวจากนั้นใชปากคีบจับบริเวณโคนของสเคป (scape) ของหนวดและใชใบมีดผาตัด

เลาะเนื้อเยื่อบริเวณใตสเคป เพื่อแยกหนวดออกมา

mesoscutellum

mesoscutum
hind wing

fore wing

femur

tibia

basitarsus

antenna
mandible
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2.2  ใชเข็มปกแมลงแทงลงบนดานหลังของสวนหัวของชันโรงงานแลวใชใบมีด

ผาตัด ตัดบริเวณเนื้อเยื่อรอบ ๆ โพรบอสซิสตั้งแตบริเวณโพสเมนตัม (postmentum) แลวคอย ๆ 

ดึงโพรบอสซิสออกมา

2.3  ใชปากคีบจับบริเวณสวนอก  เพื่อใชใบมีดโกนตัดบริเวณใตฐานปกหนาและ

ปกหลังแลวใชปากคีบดึงปกหนาและปกหลังออกมา  จากนั้นใชกรรไกรตัดสวนบนของอกปลองที่ 2 

บริเวณเมโซสคูตัมและเมโซสคูเทลลัม  

2.4  ใชปากคีบจับบริเวณฟเมอร (femur) ของขาหลัง  จากนั้นใชใบมีดโกนตัดแยก

บริเวณรอยตอของปลองทรอแชนเตอร (trochanter) กับฟเมอร รอยตอของทิเบีย (tibia) กับบาซิทารซัส 

(basitarsus) และรอยตอของบาซิทารซัสกับทารซัส (tarsus) ไดสวนที่ตองการ 2 สวนคือ ฟเมอรติด

อยูกับทิเบีย และบาซิทารซัส

3.  เก็บสวนตาง ๆ ที่ตองการศึกษาของชันโรงงานแตละตัวใสใน microcentrifuge 

tube  ที่มีแอลกอฮอลเขมขน 70 เปอรเซ็นตบรรจุอยู  

4.  หยดน้ํายาฮอยเออรจํานวน 1 - 2 หยด ลงบนแผนสไลดโดยแบงพื้นที่ของสไลด

ออกเปน 3 สวน เพื่อวางสวนตาง ๆ ที่ตองการศึกษา ดังนี้

4.1  สวนที่ 1 วางปกหนา ปกหลัง หนวด และโพรบอสซิส

4.2  สวนที่ 2 วางฟเมอรกับทิเบีย บาซิทารซัส และกราม

4.3  สวนที่ 3 วางสวนบนของอกปลองที่ 2    

ใชปากคีบ คีบสวนตาง ๆ ที่ตองการศึกษามาวางบนน้ํายาฮอยเออรและจัดตัวอยาง

ใหอยูในลักษณะที่ตองการ  

5.  ใชปากคีบจับกระจกปดสไลด แลวคอย ๆ ปลอยกระจกปดสไลดลงไปเบา ๆ เพื่อ

ไมใหเกิดฟองอากาศ  แลวใชพูกันกดบนกระจกปดสไลดเบา ๆ เพื่อใหตัวอยางติดบนแผนสไลด   

ในสวนที่ 2 และสวนที่ 3 ของแผนสไลดจะหนุนกระจกปดสไลดดวยกระดาษ 100 ปอนด ตัดเปนวงกลม

ขนาดเสนผานศูนยกลาง 15 มิลลิเมตร  แลวเจาะรูเปนวงกลมตรงกลางขนาด 0.6 มิลลิเมตร เพื่อวาง

ตัวอยางลงไป  

6. นําแผนสไลดไปวางบน slide warmer เพื่อไลฟองอากาศ จากนั้นนําแผนสไลดเขา

ตูอบที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส นานประมาณ 1 สัปดาห

7. นําแผนสไลดออกจากตูอบ ทิ้งไวใหเย็นที่อุณหภูมิหองแลวปดขอบสไลดดวยน้ํายา

ทาเล็บ ทิ้งไวจนแหง ทาซ้ํา 2 – 3 ครั้ง และเก็บสไลดใสในกลองเก็บสไลด
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การวัดและการวิเคราะหทางมอรโฟเมตริก
1. นําแผนสไลดตัวอยางมาสองดูและถายภาพลักษณะทางสัณฐานวิทยาตาง ๆ ดวย

กลองจุลทรรศนสเตอริโอที่ตอเขากับกลองดิจิตอล และบันทึกภาพลงในคอมพิวเตอร 

2. นําภาพที่ไดมาทําการวัดขนาดความกวางและความยาวของสวนตาง ๆ ที่ตองการ

ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของชันโรงงาน T. collina แตละตัว (ภาพ 4 - 11) โดยใชโปรแกรม

Micro Image 4.0 รวมทั้งหมด 23 ลักษณะ (ทรรศนีย ไชยวงศ, 2544; Mattu & Verma, 1984a; 

Mattu & Verma, 1984b) ไดแก 

2.1  ความยาวลําตัว (body length, B)  

2.2  ความยาวของหนวด (length of antenna, AL) 

2.3  ความยาวของแฟลเจลลัม (length of flagellum, FL) 

2.4  ความยาวของสเคป (length of scape, SCL) 

2.5  ความกวางของปกหนา (width of fore wing, FWW) 

2.6  ความยาวของปกหนา (length of fore wing, FWL) 

2.7  ความยาวของเสนปกหนา (length of radial cell, RCL) 

2.8  ความกวางของปกหลัง (width of hind wing, HWW)

2.9  ความยาวของปกหลัง (length of hind wing, HWL) 

2.10  จํานวนของฮามูไล (number of hamuli, NH) 

2.11  ความยาวของเวนนอล โลบ (length of vannal lobe, VnL) 

2.12  ความยาวของฟเมอร (length of femur, FML) 

2.13  ความยาวของทิเบีย (length of tibia, TBL) 

2.14  ความยาวของบาซิทารซัส (length of basitarsus, BTL) 

2.15  ความกวางของเมโซสคูตัม (width of mesoscutum, MSW) 

2.16  ความยาวของเมโซสคูตัม (length of mesoscutum, MSL)

2.17  ความกวางของเมโซสคูเทลลัม (width of mesoscutellum, STW)

2.18  ความยาวของเมโซสคูเทลลัม (length of mesoscutellum, STL) 

2.19  ความยาวของกลอสซา (length of glossa, GSL) 

2.20  ความยาวของลาเบียล เพาพ (length of labial palp, LPL) 

2.21  ความยาวของโพรบอสซิส (length of  proboscis, PBL) 

2.22  ความกวางของกราม (width of mandible, MNW)

2.23  ความยาวของกราม (length of  mandible, MWL)
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                                         ภาพ 4  ปกหนาของชันโรงงาน T. collina

    FWW = ความกวางของปกหนา (width of fore wing) 

    FWL  = ความยาวของปกหนา (length of fore wing) 

    RCL = ความยาวของเสนปกหนา (length of radial cell) 

   ภาพ 5  ปกหลังของชันโรงงาน T. collina

   HWW = ความกวางของปกหลัง (width of hind wing)

   HWL = ความยาวของปกหลัง (length of hind wing) 

   VnL    = ความยาวของเวนนอล โลบ (length of vannal lobe) 

FWW

FWL

RCL

HWW

HWL

RCL

hamuli
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ภาพ 6  ฟเมอรและทิเบียของชันโรงงาน T. collina

         FML = ความยาวของฟเมอร (length of femur) 

         TBL =  ความยาวของทิเบีย (length of tibia) 

ภาพ 7  หนวดของชันโรงงาน T. collina

                 AL = ความยาวของหนวด 

                                                               (length of antenna; FL+SCL+PDL) 

     FL = ความยาวของแฟลเจลลัม (length of flagellum) 

     SCL = ความยาวของสเคป (length of scape)

     PDL = ความยาวของเพดดิเซล (length of pedicel) 

TBL

FML
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LPL

PBL
GSL

ภาพ 8  โพรบอสซิสของชันโรงงาน T. collina

              GSL = ความยาวของกลอสซา (length of glossa) 

              LPL = ความยาวของลาเบียล เพาพ (length of labial palp) 

              PBL = ความยาวของโพรบอสซิส (length of proboscis) 

ภาพ 9  กรามของชันโรงงาน T. collina

      MNW = ความกวางของกราม (width of mandible)

    MWL = ความยาวของกราม (length of mandible)

MNW

MNL
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ภาพ 10  สวนบนของอกปลองที่ 2 ของชันโรงงาน T. collina

    MSW = ความกวางของเมโซสคูตัม (width of mesoscutum) 

    MSL  = ความยาวของเมโซสคูตัม (length of mesoscutum)

    STW  = ความกวางของเมโซสคูเทลลัม (width of mesoscutellum)

    STL   = ความยาวของเมโซสคูเทลลัม (length of mesoscutellum) 

ภาพ 11  บาซิทารซัสของชันโรงงาน T. collina

               BTL = ความยาวของบาซิทารซัส (length of basitarsus) 

MSW

MSL

STW

STL

BTL
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3. นําขอมูลที่ไดจากการวัดลักษณะทางสัณฐานวิทยามาวิเคราะหผลทางสถิติดวย

โปรแกรม SPSS for Windows 11.0

3.1  การจําแนกกลุมตัวแปรดวยสถิติการวิเคราะหปจจัย (factor analysis) 

       3.1.1  การวิเคราะหปจจัย (factor analysis) ครั้งที่ 1 เพื่อคัดเลือกตัวแปรที่มี

ความสัมพันธกันมากไวสําหรับการวิเคราะหปจจัยครั้งที่ 2 ซึ่งอาจจะเปนความสัมพันธในทางบวก

หรือลบก็ได โดยพิจารณาจากตัวแปรที่มีคาสัมประสิทธิ์ (factor loading) มากกวาคาสัมบูรณ 0.6

       3.1.2  การวิเคราะหปจจัยครั้งที่ 2 จะนําตัวแปรที่ถูกคัดเลือกไวจากการวิเคราะห

ปจจัยในครั้งที่ 1 มาจําแนกกลุมหรือรวมตัวแปรหลาย ๆ ตัวที่มีความสัมพันธกันไวในกลุมหรือ

ปจจัย (factor) เดียวกัน  โดยพิจารณาจากตัวแปรที่มีคาสัมประสิทธิ์ที่แสดงความสัมพันธของตัวแปร

กับกลุมของปจจัยใหมมากกวาคาสัมบูรณ 0.6 ทั้งนี้กลุมของปจจัยใหมที่ไดจัดเปนตัวแปรใหมที่

สามารถหาคาขอมูลของตัวแปรใหมไดเรียกวา factor score จากนั้นใชตัวแปรใหมนี้เปนตัวแปร

สําหรับการวิเคราะหทางสถิติตอไป 

       3.1.3 นําคา factor score ของตัวแปรหรือปจจัยใหมที่ไดจากขอ 3.1.2 มา

จับคูเขียนกราฟการกระจายเพื่อจําแนกกลุมของตัวอยางชันโรงงาน T. collina ตามภูมิภาค ไดแก 

ภาคเหนือและภาคตะวันออกเฉียงเหนือ  และเขียนกราฟการกระจายเพื่อจําแนกกลุมของตัวอยาง

ชันโรงงาน คือ ภาคเหนือตอนบนอยูระหวางเสนละติจูด (latitude) ที่ 16 ๐ เหนือ ถึง 18 ๐ เหนือ 

กลุมตัวอยางชันโรงภาคเหนือตอนลางอยูระหวางเสนละติจูดที่ 18 ๐ เหนือ ถึง 20 ๐ เหนือ และกลุม

ตัวอยางชันโรงภาคตะวันออกเฉียงเหนืออยูระหวางเสนละติจูดที่ 16 ๐ เหนือ ถึง 18 ๐ เหนือ กับเสน

ลองติจูด (longitude) ที่ 101 ๐ ตะวันออก ถึง 105 ๐ ตะวันออก

3.2  จําแนกกลุมตัวอยางชันโรงงานดวยสถิติการจําแนกกลุม (cluster analysis)

โดยการวัดความคลายหรือระยะหางของตัวอยางแตละคู  ถาตัวอยางคูใดมีระยะหางระหวางคูนอย

แสดงวาตัวอยางคูนั้นอยูใกลกันหรือมีความคลายกันควรจัดใหอยูในกลุม (cluster) เดียวกัน และ

ใชหลักเกณฑในการรวมกลุมแบบ Between – groups linkage หรือที่เรียกวา UPGMA (Unweighted 

Pair – Group Method Using Arithmetic Average) ซึ่งจะคํานวณหาระยะหางเฉลี่ยของตัวอยาง

ทุกคู โดยที่ตัวอยางหนึ่งอยูในกลุมที่ i สวนอีกตัวอยางหนึ่งอยูในกลุมที่ j ซึ่ง i ≠ j ถากลุมที่ i มี

ระยะหางเฉลี่ยจากกลุมที่ j สั้นกวาระยะหางจากกลุมอื่น จะนํากลุมที่ i และ j มารวมเปนกลุม

เดียวกัน  จากนั้นเขียนเดนโดรแกรม (dendrogram) แสดงการรวมกลุมของตัวอยางชันโรงงาน โดย

จะเปลี่ยนหนวยระยะหางของขอมูลเดิม เปนระยะหางที่มีคาอยูในชวง 1 ถึง 25 ซึ่งตัวแปรที่ใชใน

การจําแนกกลุมตัวอยางชันโรงงานนั้นจะใชตัวแปรใหมที่ไดจากวิเคราะหปจจัยครั้งที่ 2 ในขอ 3.1.2



24

3.3  เปรียบเทียบคาเฉลี่ยลักษณะทางสัณฐานวิทยาแตละลักษณะของตัวอยาง

ชันโรงงานที่พบในเขตภาคเหนือและภาคตะวันออกเฉียงเหนือ โดยใชลักษณะทางสัณฐานวิทยา

หรือตัวแปรที่มีคา factor loading มากกวาคาสัมบูรณ 0.6 ที่ถูกคัดเลือกมาจากการวิเคราะหปจจัย

ครั้งที่ 1 ในขอ 3.1.1

3.4  วิเคราะหความแปรปรวนแบบมีปจจัยเดียว (One – Way ANOVA) ดวยสถิติ 

F – test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (p < 0.05) เพื่อทดสอบความแตกตางระหวางคาเฉลี่ยของลักษณะ

ทางสัณฐานวิทยาแตละลักษณะของตัวอยางชันโรงงานที่แบงตามเสนละติจูดและลองติจูด โดยใช

ลักษณะทางสัณฐานวิทยาหรือตัวแปรที่มีคา factor loading มากกวาคาสัมบูรณ 0.6 ที่ถูกคัดเลือก

มาจากการวิเคราะหปจจัยครั้งที่ 1 ในขอ 3.1.1 ซึ่งการวิเคราะหความแปรปรวนนี้มีเงื่อนไขอยู 3 

ประการ คือ

3.4.1  การสุมตัวอยางจะตองสุมอยางเปนอิสระกัน

3.4.2 สุมตัวอยางจากประชากรที่มีการแจกแจงแบบปกติ โดยจะทดสอบดวย 

Kolmogorov – Smirnov Test (K – S Test) ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (p < 0.05) ในกรณีที่ไมทราบ

คาเฉลี่ยและคาแปรปรวนของประชากร จึงตองใชคาเฉลี่ยและคาแปรปรวนของตัวอยางแทน และ

ทดสอบดวย Shapiro – Wilk ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (p < 0.05) ในกรณีที่ทราบหรือไมทราบ

คาเฉลี่ยหรือคาแปรปรวนของประชากรก็ไดแตขนาดตัวอยางตองไมเกิน 50 หนวย

3.4.3  คาแปรปรวนของแตละตัวอยางตองเทากัน โดยจะทดสอบดวย 

Levene’s Test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (p < 0.05)

      3.5  ทดสอบการเปรียบเทียบเชิงซอน (multiple Comparisons) เพื่อเปรียบเทียบ

ความแตกตางระหวางคาเฉลี่ยของลักษณะทางสัณฐานวิทยาแตละลักษณะพรอมกันครั้งละ   

หลาย ๆ คูของตัวอยางชันโรงงานตามเสนละติจูดโดยใชวิธีของ Scheffe ซึ่งสามารถใชกับกลุม

ตัวอยางที่มีขนาดไมเทากันได ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (p < 0.05) ซึ่งจะนําคาเฉลี่ยตัวอยางมา

เรียงลําดับจากนอยไปมาก  จากนั้นจัดกลุมตัวอยางที่มีคาเฉลี่ยไมแตกตางกันไวในกลุมเดียวกัน


