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บทที่ 3  
อุปกรณ์และวิธีการ 

 
อุปกรณ์ 

 
วัสดุ 
 

1. พ่อแม่พันธุ์ปลิงด ำ (Holothuria  atra Jaeger, 1833) ขนำดน้ ำหนักตั้งแต่ 250 กรัมข้ึน
ไป มีควำมยำวล ำตัวประมำณ 20 เซนติเมตร (ภำพที่ 5) 

2. ตัวอ่อนปลิงด ำระยะ auricularia  
3. อำหำรมีชีวิตส ำหรับกำรอนุบำลตัวอ่อนระยะ auricularia จนถึง pentactular (ระยะลง

เกำะ) ได้แก่ Chaetoceros calcitrans, Tetraselmis chuii, Isochrysis galbana และ 
Skeletonema costatum 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 5  พ่อแม่พันธุ์ปลิงด ำ 
 
เครื่องมือ/อุปกรณ์ 
 

1. ส้าหรับการเตรียมน ้า 
- ปั๊มน้ ำแบบแช่พร้อมสำยยำง 
- หลอด UV ส ำหรับฆ่ำเชื้อน้ ำ 
- ถุงกรองขนำดช่องตำ 69 ไมครอน 
- ถังกรองทรำย 
- ถังพลำสติกควำมจุ 500 ลิตร  
- ถังไฟเบอร์กลำสควำมจุ 1,000 ลิตร  
- ชุดอุปกรณ์ให้อำกำศพร้อมสำยยำงและหัวทรำย 
- เครื่องมือวัดควำมเค็ม (refracto-salinometer) ยี่ห้อ Atago รุ่น  
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- เครื่องมือวัดอุณหภูมิ ได้แก่ เทอร์โมมิเตอร์แบบปรอท ช่วงอุณหภูมิ 0-100 องศำ
เซลเซียส 

  
2. ส้าหรับการกระตุ้นการปล่อยเซลล์สืบพันธุ์ 

- กระบะพลำสติกสี่เหลี่ยมควำมจุ 160 ลิตร (กว้ำง x ยำว x สูง = 88 x 160 x 53 
เซนติเมตร) 

- ตู้แช่แข็ง 
- ปั๊มน้ ำพร้อมสำยยำง 
- อุปกรณ์ให้อำกำศ 
 

3. ส้าหรับการอนุบาลตัวอ่อน 
- ถังพลำสติกทรงกลม ขนำดบรรจุ 200 ลิตร (เส้นผ่ำนศูนย์กลำง 78 เซนติเมตร สูง 

64 เซนติเมตร) 
- วัสดุส ำหรับกำรลงเกำะของตัวอ่อนปลิงด ำ 
- อุปกรณ์ให้อำกำศ 

 
3. ส้าหรับการตรวจสอบความหนาแน่นและความสมบูรณ์ของตัวอ่อน 

- กล้องจุลทรรศน์แบบเลนส์ประกอบ (compound microscope) 
- กล้องจุลทรรศน์แบบสเตอริโอ (stereo microscope) 
- กล้องถ่ำยรูปแบบดิจิตอล 
- เครื่องนับจ ำนวนชนิดมือกด (hand tally counter) 
- สไลด์นับเม็ดเลือด (hemacytometer) พร้อมแผ่นปิดสไลด์ 
- สไลด์นับแพลงก์ตอน (sedgewick-rafer slide) พร้อมแผ่นปิดสไลด์ 
- สไลด์หลุมพร้อมแผ่นปิดสไลด์ 
- หลอดหยด (dropper) พร้อมจุกยำง 
- บีกเกอร์ขนำด 500 มิลลิลิตร 
- บีกเกอร์ขนำด 50 มิลลิลิตร 

 
4. ส้าหรับวัดขนาด-ชั่งน ้าหนัก 

4.1 ส้าหรับวัดขนาด 
- เวอร์เนียคำร์ลิปเปอร์ (vernier caliper) ชนิดพลำสติก ยี่ห้อ sonic 

ขนำด 15 เซนติเมตร x 1 มิลลิเมตร 
-  อุปกรณว์ัดขนำดผ่ำนกล้องจุลทรรศน์ ได้แก่ ocular micrometer และ 

stage micrometer 
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4.2 ส้าหรับชั่งน ้าหนัก 
- เครื่องชั่งสปริงขนำด 1 กิโลกรัม x 5 กรัม ยี่ห้อ CAMRY 
- เครื่องชั่งทศนิยม 3 ต ำแหน่ง ยี่ห้อ Metter Toledo รุ่น PL -303 

 

วิธีการ 
 

ท ำกำรศึกษำระดับควำมเค็มในกำรฟักไข่ปลิงด ำ และปัจจัยที่เหมำะสมในกำรอนุบำลตัวอ่อน
ปลิงด ำตั้งแต่ระยะแรกฟัก (auricularia) จนถึงระยะลงเกำะ (pentactular) ปัจจัยที่เลือกน ำมำศึกษำ
ประกอบด้วย สัดส่วนชนิดอำหำร ระดับควำมเค็ม และกำรให้แสง โดยมีขั้นตอนวิธีกำรคือ กำร
เตรียมกำรทดลอง (กำรเตรียมน้ ำทะเลและอุปกรณ์กำรทดลอง กำรรวบรวมพ่อแม่พันธุ์ กำรเพำะพันธุ์ 
และกำรเตรียมตัวอ่อนระยะ auricularia) กำรทดลอง (กำรอนุบำลตัวอ่อนระยะ auricularia 
จนกระท่ังลงเกำะโดยอำศัยปัจจัยที่ก ำหนด) และกำรเก็บข้อมูล รำยละเอียดของแต่ละขั้นตอนมีดังนี้ 

 
1. การเตรียมการทดลอง 
 

 1.1. การเตรียมน ้าทะเลและวัสดุอุปกรณ์การทดลอง 
 

  1.1.1 การเตรียมน ้าทะเล:  โดยกำรสูบน้ ำทะเลมำพักไว้ให้ตกตะกอน จำกนั้นน ำไป
ผ่ำนระบบกรองทรำยตำมวิธีกำรของ Xiyin et al. (2004) และฆ่ำเชื้อด้วยแสงยูวีตำมวิธีกำรของ 
ธเนศ (2551) จำกนั้นกรองโดยใช้ถุงกรองละเอียดอีกครั้งเพ่ือก ำจัดสิ่งแขวนลอยในน้ ำ และปรับควำม
เค็มตำมที่ก ำหนด (Laxminarayana, 2005) พักไว้เพ่ือน ำไปใช้ในกำรทดลอง 
 

1.1.2 การเตรียมวัสดุอุปกรณ์:  จัดหำวสัดุและอุปกรณ์ให้เพียงพอส ำหรับกำร
ทดลอง น ำมำล้ำงท ำควำมสะอำดและฆ่ำเชื้อด้วยฟอร์มำลีนควำมเข้มข้น 300 ส่วนในล้ำน จำกนั้นล้ำง
ด้วยน้ ำสะอำด ผึ่งให้แห้งก่อนน ำไปใช้ในกำรทดลอง ส่วนอุปกรณ์ส ำหรับกำรเตรียมอำหำรมีชีวิตจะมี
วิธีกำรเตรียมตำม โชคชัย (2554) และ Lavens and Sorgeloos (1996) 
 

1.2. การรวบรวมพ่อแม่พันธุ์ 
 

ท ำกำรรวบรวมพ่อแม่พันธุ์ปลิงด ำจำกธรรมชำติ บริเวณชำยฝั่งทะเลในช่วงเวลำน้ ำลง 
แหล่งรวบรวมพ่อแม่พันธุ์คือชำยฝั่งอ ำเภอปะทิว จังหวัดชุมพร วิธีกำรรวบรวมอำศัยกำรด ำผิวน้ ำ
(snorkeling) และใช้มือเก็บ โดยคัดเลือกเฉพำะปลิงด ำที่มีขนำดน้ ำหนักตั้งแต่ 250 กรัมข้ึนไป มีควำม
ยำวล ำตัวประมำณ 20 เซนติเมตร (ภำพที่ 6) น ำมำพักเป็นเวลำ 1 คืน เพ่ือรอกำรเพำะพันธุ์ น้ ำทะเล
ที่ใช้มีระดับควำมเค็มใกล้เคียงกับแหล่งอำศัยเดิมของพ่อแม่พันธุ์ (ประมำณ 30 ส่วนในพัน) เพ่ือให้พ่อ
แม่พันธุ์ขับทรำยบำงส่วนในระบบทำงเดินอำหำร แต่จะไม่พักนำนเกิน 1 คืน เนื่องจำกจะท ำให้เกิด
ควำมเครียดท ำให้พ่อแม่พันธุ์ไม่ปล่อยเซลล์สืบพันธุ์ 
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ภาพที่ 6  พ่อแม่พันธุ์ปลิงด ำจำกธรรมชำติ 

 
 1.3. การเพาะพันธุ์ 
 

กำรเพำะพันธุ์อำศัยกำรกระตุ้นให้พ่อแม่พันธุ์ปล่อยอสุจิและไข่ ออกมำผสมกันในน้ ำ
ทะเลที่เตรียมไว้ วิธีกำรกระตุ้นเป็นกำรช๊อคด้วยอุณหภูมิต่ ำ โดยกำรเตรียมน้ ำทะเลที่มีระดับควำมเค็ม  
30 ส่วนในพัน (ระดับเดียวกับน้ ำที่ใช้ส ำหรับพักพ่อแม่พันธุ์) กำรกระตุ้นใช้ถังพลำสติกสี่เหลี่ยมขนำด
บรรจุ 160 ลิตร จ ำนวน 2 ถัง เติมน้ ำทะเลสูงประมำณ 30 เซนติเมตร ถังท่ี 1 ส ำหรับกำรช๊อคด้วย
อุณหภูมิต่ ำ ในถังนี้จะปรับอุณหภูมิน้ ำให้ต่ ำกว่ำในถังพักพ่อแม่พันธุ์ประมำณ 5 องศำเซลเซียส โดย
กำรใช้น้ ำแข็งบรรจุถุงพลำสติก ส่วนถังท่ี 2 ส ำหรับกำรปล่อยไข่และอสุจิ อุณหภูมิน้ ำจะเท่ำกับในถัง
พักพ่อแม่พันธุ์  
 

กระตุ้นโดยกำรน ำพ่อแม่พันธุ์ในถังพักจ ำนวน 20 ตัว ใส่ลงในถังที่ 1 ซึ่งท ำกำรปรับ
อุณหภูมิแล้ว ทิ้งไว้ 30 นำที และให้อำกำศตลอดเวลำ จำกนั้นน ำพ่อแม่พันธุ์ทั้งหมดไปใส่ในถังท่ี 2 
เพ่ือให้ปล่อยอสุจิและไข่ ในถังนี้จะให้อำกำศตลอดเวลำเช่นกัน ซึ่งตำมปกติพ่อพันธุ์จะปล่อยอสุจิ
ออกมำก่อนจำกนั้นแม่พันธุ์จะปล่อยไข่ออกมำภำยหลัง โดยพ่อพันธุ์จะปล่อยอสุจิในช่วงเวลำ 15-30 
นำท ี(ภำพที่ 7) ส่วนแม่พันธุ์จะปล่อยไข่หลังจำกนั้นประมำณ 5-30 นำที (ภำพที่ 7) ระยะเวลำในกำร
ปล่อยจะแตกต่ำงกันตำมควำมสมบูรณ์เพศของพ่อแม่พันธุ์ที่น ำมำกระตุ้น ไขป่ลิงด ำมีสีแดงอมส้มหรือ
สีชมพูอมส้ม มีขนำดเส้นผ่ำนศูนย์กลำงในช่วง 140-150 ไมครอน (ภำพที ่8) หลังจำกปลิงทะเลปล่อย
อสุจิและไข่เสร็จสิ้นแล้วจะน ำพ่อแม่พันธุ์ออกจำกถัง รอให้ไข่ได้รับกำรผสมกับอสุจิประมำณ 30 นำที 
จำกนั้นย้ำยไข่ไปใส่ในถังฟักไข่เพ่ือผลิตตัวอ่อนระยะ auricularia ต่อไป  
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1.4. การเตรียมอ่อนระยะ auricularia  
 

เตรียมตัวอ่อนระยะ auricularia (ภำพท่ี 9) โดยกำรน ำไข่ท่ีได้รับกำรผสมแล้วไปใส่ใน
ถังฟัก โดยใช้ถังพลำสติกกลมขนำดบรรจุ 200 ลิตร ที่ระดับควำมเค็มน้ ำ 30 ส่วนในพัน ให้อำกำศ
ตลอดเวลำ ในระหว่ำงฟักไข่จะตรวจสอบกำรพัฒนำกำรของของตัวอ่อนจนกระทั่งฟักออกเป็นตัวอ่อน
ระยะแรกหรือระยะ auricularia ระยะเวลำกำรฟักประมำณ 45-48 ชั่วโมง ขนำดควำมยำวของตัว
อ่อนประมำณ 400-450 ไมครอน ตรวจสอบควำมหนำแน่นและสุ่มนับจ ำนวนของตัวอ่อนน ำไป
อนุบำลตำมตำมปัจจัยที่ก ำหนดต่อไป  
 

  
ลักษณะกำรปล่อยอสุจิของพ่อพันธุ์ ลักษณะกำรปล่อยไข่ของแม่พันธุ์ 

 

ภาพที่ 7 ลักษณะกำรปล่อยเซลล์สืบพันธุ์ของปลิงด ำ 
 

  
 

ภาพที่ 8 ลักษณะไข่ของปลิงด ำ 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 9 ลักษณะตัวอ่อนระยะ auricularia ของปลิงด ำ 
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 1.5. การเตรียมแพลงก์ตอนพืช 
 

ส ำหรับกำรเตรียมแพลงก์ตอนพืชที่จะน ำมำใช้เป็นอำหำรของตัวอ่อนปลิงด ำนั้น มี
วิธีกำรเตรียมโดยอ้ำงตำม โชคชัย (2554) และ Lavens and Sorgeloos (1996) 

 
 1.6. การเตรียมวัสดุเกาะ 
 

วัสดุที่น ำมำใช้เป็นวัสดุเกำะคือแผ่นพลำสติกใสขนำด 20x30 เซนติเมตร เตรียมโดยกำร
น ำมำแช่ในในน้ ำทะเลเพ่ือให้ปรำศจำกพิษเนื่องจำกเป็นวัสดุสังเครำะห์ จำกนั้นน ำไปฆ่ำเชื้อ ตำม
วิธีกำรของ Li and Kong (2010) โดยกำรแช่ในด่ำงทับทิม (potassium permanganate) ควำม
เข้มข้น 20 ส่วนในล้ำน นำน 30 นำที ล้ำงด้วยน้ ำจืด และตำกให้แห้งก่อนน ำไปใช้ และก่อนน ำไปให้
ตัวอ่อนปลิงด ำลงเกำะจะน ำมำแช่น้ ำทะเล พร้อมใส่อำหำรส ำหรับเลี้ยงตัวอ่อน ก่อนเข้ำระยะ 
pentactular ประมำณ 3-5 วัน เพ่ือให้เกิดกำรเคลือบผิวของอำหำรบนวัสดุเกำะหรือเกิด biofilm 
แล้วจึงน ำไปใส่ในถังทดลอง  
 
2. การทดลอง 
 

 ท ำกำรทดลองเพ่ือศึกษำปัจจัยที่เหมำะสมในกำรอนุบำล 3 ปัจจัย ได้แก่ สัดส่วนชนิดอำหำร 
ระดับควำมเค็ม และกำรได้รับแสง โดยควำมเค็มน้ ำมีควำมเก่ียวข้องโดยตรงกับสรีรวิทยำของร่ำงกำย
สัตว์ทะเล จึงก ำหนดให้กำรศึกษำเกี่ยวกับระดับควำมเค็มเป็นปัจจัยเริ่มต้นในกำรทดลอง และเพ่ิมเติม
กำรศึกษำระดับควำมเค็มที่ใช้ในกำรฟักไข่ปลิงด ำ ทั้งนี้เพ่ือให้ได้ผลกำรทดลองที่ครอบคลุมและ
เกี่ยวข้องกับพัฒนำกำรของตัวอ่อนมำกยิ่งข้ึน  โดยแบ่งกำรทดลองออกเป็น 4 กำรทดลอง ดังต่อไปนี้ 
 

2.1. การทดลองที่ 1 การศึกษาระดับความเค็มในการฟักไข่ปลิงด้า 
 

2.1.1 แผนการทดลอง 
 

ศึกษำระดับควำมเค็มที่เหมำะสมในกำรฟักไข่ปลิงด ำ โดยวำงแผนกำรทดลอง
แบบสุ่มสมบูรณ์ (Completely Randomized Design; CRD) ก ำหนดให้ระดับควำมเค็มเป็นสิ่ง
ทดลอง (treatments) แบ่งออกเป็น 5 ระดับ (ชุดกำรทดลอง) แต่ละชุดกำรทดลองหรือแต่ละระดับ
ควำมเค็มแบ่งออกเป็น 3 ซ้ ำ (replications) รวมทั้งสิ้น 15 หน่วยกำรทดลอง (experimental units) 
ดังนี้ 

 

- ชุดกำรทดลองที่ 1 ฟักไข่ปลิงด ำที่ระดับควำมเค็ม 25 ส่วนในพัน 
- ชุดกำรทดลองที่ 2 ฟักไข่ปลิงด ำที่ระดับควำมเค็ม 30 ส่วนในพัน 
- ชุดกำรทดลองที่ 3 ฟักไข่ปลิงด ำที่ระดับควำมเค็ม 35 ส่วนในพัน (ชุดควบคุม) 
- ชุดกำรทดลองที่ 4 ฟักไข่ปลิงด ำที่ระดับควำมเค็ม 40 ส่วนในพัน 
- ชุดกำรทดลองที่ 5 ฟักไข่ปลิงด ำที่ระดับควำมเค็ม 45 ส่วนในพัน 

 



32 

2.1.2 วิธีการทดลอง 
 

ทดลองฟักไข่ปลิงด ำในบีกเกอร์ขนำด 1,000 มิลลิลิตร จ ำนวน 15 ใบ โดยมี
ระดับควำมเค็มน้ ำตำมหน่วยกำรทดลองที่ก ำหนด ควำมหนำแน่นของไข่ประมำณ 50 ฟองต่อ
มิลลิลิตร ในระหว่ำงฟักจะให้อำกำศตลอดเวลำ ในระหว่ำงฟักจะท ำกำรตรวจสอบพัฒนำกำร
ของคัพภะจนกระทั่งตัวอ่อนฟักออกจำกไข่ บันทึกข้อมูลที่เกี่ยวข้อง ข้อมูลควำมระดับเค็มที่เหมำะสม
ในกำรฟักจะน ำไปใช้ในกำรอนุบำลตัวอ่อนระยะ auricularia จนถึงระยะ pentactula ในกำรทดลอง
ที่ 2 ต่อไป 
 

2.2. การทดลองที่ 2 การศึกษาระดับความเค็มในการอนุบาลปลิงด้าระยะวัยอ่อน 
 

2.2.1 แผนการทดลอง 
 

กำรศึกษำระดับควำมเค็มที่เหมำะสมในกำรอนุบำล โดยกำรคัดเลือกระดับควำม
เค็มน้ ำจำกกำรเปลี่ยนแปลงระดับควำมเค็มของน้ ำตำมแนวชำยฝั่ง ที่เป็นแหล่งเลี้ยงตัวของปลิงด ำใน
ธรรมชำติ วำงแผนกำรทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ ก ำหนดให้ระดับควำมเค็มเป็นสิ่งทดลอง แบ่งออกเป็น 
5 ระดับ (ชุดกำรทดลอง) แต่ละชุดกำรทดลองหรือแต่ละระดับควำมเค็มแบ่งออกเป็น 3 ซ้ ำ รวมทั้งสิ้น 
15 หน่วยกำรทดลอง ดังนี้ 

 

- ชุดกำรทดลองที่ 1 อนุบำลที่ระดับควำมเค็มน้ ำ 20 ส่วนในพัน  
- ชุดกำรทดลองท่ี 2 อนุบำลที่ระดับควำมเค็มน้ ำ 25 ส่วนในพัน 
- ชุดกำรทดลองที่ 3 อนุบำลที่ระดับควำมเค็มน้ ำ 30 ส่วนในพัน (ชุดควบคุม) 
- ชุดกำรทดลองที่ 4 อนุบำลที่ระดับควำมเค็มน้ ำ 35 ส่วนในพัน 
- ชุดกำรทดลองที่ 5 อนุบำลที่ระดับควำมเค็มน้ ำ 40 ส่วนในพัน 

 
2.2.2 วิธีการทดลอง 

 

ทดลองกำรโดยกำรเตรียมถังอนุบำลขนำด 200 ลิตร จ ำนวน 15 ถัง ตำมหน่วย
กำรทดลอง บรรจุน้ ำที่ผ่ำนกำรกรองและฆ่ำเชื้อแล้ว โดยมีระดับควำมเค็มตำมชุดกำรทดลอง อุณหภูมิ
น้ ำประมำณ 28 องศำเซลเซียส ปริมำตรน้ ำ 100 ลิตร ปล่อยตัวอ่อนระยะ auricularia ลงเลี้ยงควำม
หนำแน่น 200 ตัวต่อลิตร (Laxminarayana, 2005) หรือ 20,000 ตัวต่อหน่วยกำรทดลอง ให้ 
Chaetoceros เป็นอำหำร อัตรำควำมหนำแน่น 20,000-25,000 เซลล์ต่อมิลลิลิตร 
(Laxminarayana, 2005) วันละ 2 ครั้ง เวลำ 06.00 และ 18.00 น. อนุบำลจนกระทั่งลูกปลิงด ำลง
เกำะ ในระหว่ำงกำรอนุบำลไม่มีกำรเปลี่ยนถ่ำยน้ ำ แต่จะมีกำรเติมน้ ำทะเลเพ่ิม และใส่วัสดุเกำะเมื่อ
ตัวอ่อนพัฒนำเข้ำสู่ระยะ late doliolaria 
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 2.3. การทดลองที่ 3 การศึกษาสัดส่วนชนิดอาหารในการอนุบาลปลิงด้าระยะวัยอ่อน 
 

2.3.1 แผนการทดลอง 
 

กำรศึกษำสัดส่วนชนิดอำหำรเป็นกำรหำสัดส่วนที่เหมำะสมของแพลงก์ตอน 4 
ชนิด ได้แก่ Chaetoceros calcitrans, Tetraselmis chuii, Isochrysis galbana และ 
Skeletonema costatum แผนกำรทดลองเป็นแบบสุ่มสมบูรณ์ ปัจจัยกำรทดลองคือสัดส่วนของ
แพลงก์ตอน แบ่งออกเป็น 4 ชุดกำรทดลอง ๆ ละ 4 ซ้ ำ รวมทั้งสิ้น 16 หน่วยทดลอง คือ 

 

- ชุดกำรทดลองที่ 1 อนุบำลด้วย C. calcitrans เพียงชนิดเดียว (ชุดควบคุม) 
- ชุดกำรทดลองที่ 2 อนุบำลด้วย C. calcitrans + T. chuii  สัดส่วน 1:1 
- ชุดกำรทดลองที่ 3 อนุบำลด้วย C. calcitrans + I. galbana  สัดส่วน 1:1 
- ชุดกำรทดลองที่ 4 อนุบำลด้วย C. calcitrans + S. costatum  สัดส่วน 1:1 

 
2.3.2 วิธีการทดลอง 
 

ทดลองโดยกำรเตรียมถังอนุบำลขนำด 200 ลิตร จ ำนวน 16 ถัง ตำมหน่วยกำร
ทดลอง บรรจุน้ ำที่ผ่ำนกำรกรองและฆ่ำเชื้อแล้ว ควำมเค็มน้ ำคัดเลือกจำกระดับที่เหมำะสมในกำร
ทดลองที่ 2 อุณหภูมิน้ ำประมำณ 28 องศำเซลเซียส ปริมำตรน้ ำ 100 ลิตร ปล่อยตัวอ่อนระยะ 
auricularia ลงเลี้ยงทีค่วำมหนำแน่น 200 ตัวต่อลิตร อนุบำลด้วยแพลงก์ตอนตำมสัดส่วนในแต่ละชุด
กำรทดลองที่ก ำหนด อัตรำควำมหนำแน่น 20,000-25,000 เซลล์ต่อมิลลิลิตร วันละ 2 ครั้ง เวลำ 
06.00 และ 18.00 น. อนุบำลจนกระท่ังลูกปลิงด ำลงเกำะหรือพัฒนำเข้ำสู่ระยะ pentactular ใน
ระหว่ำงกำรอนุบำลไม่มีกำรเปลี่ยนถ่ำยน้ ำเนื่องจำกตัวอ่อนมีขนำดเล็กมำก แต่จะมีกำรเติมน้ ำทะเล
เพ่ิม และใส่วัสดุเกำะเมื่อตัวอ่อนพัฒนำเข้ำสู่ระยะ late doliolaria เมื่อเสร็จสิ้นกำรทดลองท ำกำร
คัดเลือกสัดส่วนอำหำรที่เหมำะสมน ำไปใช้ในกำรทดลองที่ 4  
 

2.4. การทดลองที่ 4 การศึกษาการใหแ้สงในการอนุบาลปลิงด้าระยะวัยอ่อน 
 

2.4.1 แผนการทดลอง 
 

เป็นกำรศึกษำผลของกำรได้รับแสงและไม่ได้รับแสง วำงแผนกำรทดลองแบบสุ่ม
สมบูรณ์ โดยมีปัจจัยกำรทดลองเป็นช่วงเวลำกำรได้รับแสงและไม่ได้รับแสง แบ่งออกเป็น 4 ชุดกำร
ทดลอง ๆ ละ 4 ซ้ ำ รวมทั้งสิ้น 16 หน่วยทดลอง คือ 

 

- ชุดกำรทดลองที่ 1 อนุบำลโดยไม่ให้แสงตลอดเวลำ 
- ชุดกำรทดลองที่ 2 อนุบำลโดยกำรให้แสงตลอดเวลำ 
- ชุดกำรทดลองที่ 3 อนุบำลโดยกำรให้แสงและไม่ให้แสงอย่ำงละ 12 ชั่วโมง  
- ชุดกำรทดลองที่ 4 อนุบำลโดยกำรใหแ้สงตำมธรรมชำติ (ชุดควบคุม) 
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2.4.2 วิธีการทดลอง 
 

ทดลองโดยกำรเตรียมถังอนุบำลขนำด 200 ลิตร จ ำนวน 16 ถัง ตำมหน่วยกำร
ทดลอง บรรจุน้ ำที่ผ่ำนกำรกรองและฆ่ำเชื้อแล้ว โดยมีระดับควำมเค็มที่เหมำะสมตำมกำรทดลองที่ 2  
อุณหภูมิน้ ำประมำณ 28 องศำเซลเซียส ปริมำตรน้ ำ 100 ลิตร ปล่อยตัวอ่อนระยะ auricularia ลง
เลี้ยงควำมหนำแน่น 200 ตัวต่อลิตร ให้อำหำรที่เหมำะสมโดยกำรคัดเลือกจำกกำรทดลองที่ 1 อัตรำ
ควำมหนำแน่น 20,000-25,000 เซลล์ต่อมิลลิลิตร วันละ 2 ครั้ง เวลำ 06.00 และ 18.00 น. โดยชุด
กำรทดลองที่ 1 คลุมถังด้วยผ้ำใบทึบแสงสีด ำเพ่ือไม่ให้แสงส่องผ่ำน ชุดกำรทดลองที่ 2 ให้แสง
ตลอดเวลำด้วยหลอดฟลูออเรสเซนต์ ชุดกำรทดลองที่ 3 ให้แสง 12 ชั่วโมง ด้วยหลอดฟลูออเรสเซนต์ 
สลับกับกำรคลุมผ้ำใบทึบแสงสีด ำ และชุดกำรทดลองที่ 4 ให้แสงและไม่ให้แสงตำมธรรมชำติ อนุบำล
จนกระท่ังลูกปลิงด ำลงเกำะ ในระหว่ำงกำรอนุบำลไม่มีกำรเปลี่ยนถ่ำยน้ ำ แต่จะมีกำรเติมน้ ำทะเลเพ่ิม 
และใส่วัสดุเกำะเมื่อตัวอ่อนพัฒนำเข้ำสู่ระยะ late doliolaria 

 
3. การเก็บรวบรวมข้อมูลและวิเคราะห์ผล 
 

 3.1. การเก็บรวบรวมข้อมูล:  
 

กำรทดลองฟักไข่ปลิงด ำในน้ ำทะเลที่ระดับควำมเค็มต่ำง ๆ จะท ำกำรเก็บรวบรวมข้อมูล
ที่เกี่ยวข้อง ได้แก่ อัตรำกำรปฏิสนธิ อัตรำกำรฟัก ระยะเวลำกำรฟัก รวมถึงพัฒนำกำรและกำร
เปลี่ยนแปลงของคัภพะ ส ำหรับกำรทดลองศึกษำระดับควำมเค็ม สัดส่วนชนิดอำหำร และกำรให้แสง
ในกำรอนุบำลปลิงด ำระยะวัยอ่อนนั้น จะท ำกำรเก็บรวบรวมข้อมูลขนำดควำมยำว อัตรำกำรรอดตำย 
(survival rate) อัตรำกำรลงเกำะ (settlement rate) และระยะเวลำกำรพัฒนำและลงเกำะ ดัง
รำยละเอียดต่อไปนี้ 

 

- อัตรำกำรปฏิสนธิ (fertilization rate) โดยกำรน ำไข่ที่ปล่อยออกมำและผสมกับ
เสปิร์มแล้วมำฟักในน้ ำทะเลที่ระดับควำมเค็ม 30 ส่วนในพัน รอจนกระทั่งตัวอ่อนพัฒนำเข้ำสู่ระยะ 
gastrula นับจ ำนวน และค ำนวณอัตรำกำรปฏิสนธิจำก 
 

อัตรำกำรปฏิสนธิ (เปอร์เซ็นต์) = จ ำนวนตัวอ่อนระยะ gastrula X100 
                      จ ำนวนไข่ดีทั้งหมด 
 
  - อัตรำฟัก (hatching rate) ค ำนวณจำก 
 

 อัตรำฟัก (เปอร์เซ็นต์)  = จ ำนวนตัวอ่อน gastrula ที่ฟักออกจำกไข่ X100 
                      จ ำนวนไข่ทั้งหมด 

 

- ระยะเวลำกำรฟัก คิดจำกระยะเวลำที่เริ่มท ำกำรทดลองจนกระทั่งตัวอ่อนฟักออก
จำกไข่  
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  - พัฒนำกำรและกำรเปลี่ยนแปลงของคัพภะ โดยตรวจสอบกำรเปลี่ยนแปลง
ของคัพภะตั้งแต่ไข่ได้รับกำรผสมจนกระทั่งพัฒนำเข้ำสู่ระยะ auricularia โดยท ำกำรตรวจสอบทุก 1 
ชั่วโมง บันทึกกำรเปลี่ยนแปลง และวัดขนำดของแต่ละระยะผ่ำนกล้องจุลทรรศน์พร้อมบันทึกภำพ 
ประกอบ 
 

- ขนำดของตัวอ่อน กำรวัดขนำดของตัวอ่อนอำศัยวิธีกำรวัดภำยใต้กล้องจุลทรรศน์ 
โดยมีอุปกรณ์ส ำหรับวัดคือ eyepiece micrometer และ stage micrometer ซึ่งเป็นกำรวัดขนำด
ควำมยำวและรำยงำนผลในหน่วยไมครอน ประกอบด้วยขนำดของตัวอ่อนระยะ auricularia เมื่อ
พัฒนำสมบูรณ์ (fully auricularia) และขนำดของตัวอ่อนระยะ doliolaria แต่จะไม่วัดขนำดของ 
pentactula เนื่องจำกตัวอ่อนมีกำรยืดหดตัวของกล้ำมเนื้อท ำให้วัดควำมยำวได้ยำกและผลที่ได้อำจ
ไม่สะท้อนขนำดที่แท้จริงของตัวอ่อนระยะนี้ 
 

- อัตรำกำรรอดตำย (survival rate) พิจำรณำจำกจ ำนวนตัวอ่อนที่เหลือรอดในแต่
ระยะ ได้แก่ ระยะ auricularia, doliolaria และ pentactula แล้วน ำมำค ำนวณอัตรำกำรรอดตำยใน
แต่ระยะ ดังนี้ 

 

อัตรำกำรรอดตำย (เปอร์เซ็นต์) = จ ำนวนตัวอ่อนที่เหลือแต่ระยะ X100 
                 จ ำนวน auricularia เมื่อเริ่มทดลอง  
 

- อัตรำกำรลงเกำะ (settlement rate) พิจำรณำจำกจ ำนวนตัวอ่อนระยะ 
pentactula ที่ลงเกำะบนวัสดุ แล้วน ำมำค ำนวณหำอัตรำกำรลงเกำะ ดังนี้ 
 

อัตรำกำรรอดตำย (เปอร์เซ็นต์) = จ ำนวน pentactula ที่ลงเกำะ X100 
                 จ ำนวน auricularia เมื่อเริ่มทดลอง  
 

- ระยะเวลำกำรพัฒนำและลงเกำะ พิจำรณำจำกช่วงเวลำที่ตัวอ่อนพัฒนำเข้ำสู่
ระยะต่ำง ๆ จนกระทั่งลงเกำะกับวัสดุ  
 
 3.2 การวิเคราะห์ข้อมูล:  
 

น ำข้อมูลที่รวบรวมได้มำเปรียบเทียบควำมแตกต่ำงโดยหำค่ำควำมแปรปรวน (Analysis 
of variance, ANOVA) และเปรียบเทียบควำมแตกต่ำงของค่ำเฉลี่ยโดยวิธี Duncan’s New 
multiple Range Test (DMRT) ด้วยโปรแกรมส ำเร็จรูป 

 
 

 


