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บทที่ 3 

วิธีการดําเนินการวิจัย 

 

วิธีการดําเนินการวิจัย 

พ้ืนที่ปา  

 

  ปาไมประเภทเต็ง รัง โดยมีไมปาจําพวกตนเตา  ตนแดง  ตนชาด  ตนจิก  ตนยูคา  

ลักษณะปาในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ รายละเอียดังตาราง ท่ี 3.1 และภาพท่ี 3.1-3.3 

 

 

 
 

ภาพท่ี  3.1  ลักษณะปาดงใหญ ต.ดงใหญ อ.วาปปทุม จ.มหาสารคาม 
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             ท่ีมา : https://www.google.co.th/maps/search 
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        13.1 การสํารวจภาคสนาม  

      ศึกษาบริบทของปาดงใหญ ในดานตาง ๆ โดยการจัดเวทีชาวบานท่ีอยูบริเวณปา

ชุมชน  เพ่ือรวมกันวางแผนการออกสํารวจเห็ดรวมกัน  

        13.2. สํารวจพ้ืนท่ีวิจัย  

     การสํารวจความหลากหลายของเห็ดจะใชเทคนิคการสํารวจตามเสนทางศึกษา

ธรรมชาติ สภาพพ้ืนท่ีปาชุมชน และสัมภาษณประชาชนในชุมชน เพ่ือใชเปนขอมูลพ้ืนฐานในการ

กําหนดจุดสํารวจความหลากหลายของชนิดเห็ดปา  

        13.3. การสํารวจและการเก็บตัวอยางเห็ด 

                 สํารวจและเก็บรวบรวมตัวอยางเห็ดทุกชนิดในปาชุมชน โดยเริ่มสํารวจในเดือน 

พฤษภาคม พ.ศ.2559 ถึงเดือนธันวาคม 2560 โดยออกเก็บตัวอยางเดือนละ 2 ครั้ง  ในการเก็บ

ตัวอยางแตละครั้งจะเก็บรายละเอียดลักษณะทางนิเวศวิทยาของเหด็ กอนท่ีจะทําการเก็บตัวอยาง

เห็ด เพ่ือเปนขอมูลเบื้องตนในการจําแนก  และวิธีการเก็บตัวอยางจะตองเก็บเห็ดใหมีโครงสรางท่ี

สมบูรณมากท่ีสุด ทําการบันทึกภาพ เก็บตัวอยางโดยใชพลั่วมือหรือมีดปลายแหลม แซะดอกเห็ดออก

จากแหลงท่ีพบ ใสในถุงกระดาษ เพ่ือนํากลับมาตรวจดูลักษณะทางสัณฐานวิทยาในหองปฏิบัติการ  

      13.4.  การศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาของเห็ดในหองปฏิบัติการ  

   1. ในการตรวจสอบชนิดและชื่อของเห็ด เบื้องตนจะสัมภาษณหรือสอบถามจาก

ชาวบานท่ีอยูในทองถ่ินท่ีมีความรูความชํานาญเรื่องเห็ดเปนอยางดี ทําใหทราบชื่อพ้ืนเมืองของเห็ด 

เปนวิธีท่ีงายและทําใหทราบชื่อเห็ดไดเร็วเร็ว แตอาจไดขอมูลไมถูกตอง   

   2. สอบถอบจากนักวิชาการหรือผูเชี่ยวชาญดานเห็ด 

   3. ตรวจสอบชื่อวิทยาศาสตร โดยการนําตัวอยางเห็ดท่ีเก็บไดมาศึกษาทางลักษณะ

สัณฐาน เชน ลักษณะหมวก ครีบ ส ีความสูงของกาน ดวยตาเปลา แวนขยายและใตกลองเตอริโอ 

ระบุสีของดอกเห็ด โดยใชแผนเทียบสีของ Kangsadal Books Publishing ป ค.ศ.1996  ดอกเห็ด

บางชนิดตองนํามากรีดทําแผลเพ่ือดูการหลั่งของสารทางบาดแผล  ตรวจสอบโครงสรางภายในดอก

เห็ด และสปอร ภายใตกลองจุลทรรศนชนิดชนิดใชแสง (Light microscope) และทดสอบเห็ดบาง

ชนิดดวยนํายา Melzer's  เพ่ือมาจัดจําแนกอนุกรมวิธานเห็ดตาม เกษม, 2537; อนงค, 2544; 2551; 

นิวัฒ, 2553; Arora, 1987; กรมอุทยานฯ ,2553; Royal Institute,1996;  Largent et al. 1973; 

Ruksawong and Flegel, 2001; Pegler, 1997 
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    13.5. การศึกษาทางดานอณูชีววิทยา (Molecular Biology) 

   1. การสกัดดีเอ็นเอและเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ 

               1. ทําการสกัดดีเอ็นเอโดยใชชุดสกัดดีเอ็นเอ (RBC Bioscience Corp.) แลวนําดี

เอ็นเอท่ีไดมาทําเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ โดยปฏิกิริยา PCR โดยใช primer 2 ชดุ คือ ITS1: 5'- TCCGTA 

GGTGAACCTGCGG -3' and ITS4: 5'- TCC  TCC GCT TAT TGA TAT GC -3'  (Fischer, 2004; 

White et al., 1990) ในแตละปฏิกิริยา PCR ใชปริมาตรรวมของสารละลายเปน 50 µl ซ่ึง

ประกอบดวย ดีเอ็นเอตนแบบ 2 µl, 1x reaction buffer, Mgcl2 1.5 mM, 0.2 mM dNTP, 

primer 2.5 µM, Taq 0.4 units (diluted 1 : 20 in ddH2O) ใชโปรแกรมควบคุมอุณหภูมิสําหรับ

ปฏิกิริยาภายใตเครื่อง thermal cycler ดังนี้  

   ข้ันท่ี 1 : 95 °C 2 นาที; จํานวน 1 รอบ 

  ข้ันท่ี 2 : 94 °C 45 นาที, 50 °C 45 วินาที, 72 °C  45 วินาที; จํานวน 36 รอบ  

  ข้ันท่ี 3 : 72 °C 5 นาที 

 ตรวจสอบผลิตภัณฑ PCR ท่ีไดโดยหยอดสารละลายปริมาตร 5 µl ลงบนแผนเจล 

อะกาโรสความเขมขน 1.5% ท่ีมีเอธิเดียมโบรไมด 0.125 µg/ml แลวทําอิเล็กโทรโฟรีซีสโดยใชแรง 

เคลื่อนไฟฟา 100 V นานประมาณ 50 นาที  (Sambrook et al., 1989) สงผลิตภัณฑ PCR ท่ีเหลือ

จากการทําอิเล็กโทรโฟรีซีสไปวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทด ณ Macrogen (Seoul, Korea) 

 2. การวิเคราะห ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด 

  จัดเรียงลําดับนิวคลีโอไทด โดยใชโปรแกรม CLUSTAL X (Thompson et al., 1997) ดวย

โปรแกรม MEGA 7 (Tamura et al., 2017      

13.6 การศึกษาขอมูลภูมิปญญาการใชประโยชน  

    1. ศึกษาภูมิปญญาการใชประโยชนจากเห็ดโดยจัดประชุมผูรูเก่ียวกับเห็ดในชุมชน 

โดยใชเทคนิคการสัมภาษณจากกลุมเปาหมาย คือ ปราชญชาวบาน หมอยา และผูนําชุมชน  เพ่ือ

สอบถามขอมูลเก่ียวกับการใชประโยชนจากเห็ดในประเด็นตาง ๆ  ดังนี้ วิธีการเก็บเห็ดปา ชวงฤดูกาล

ในการเก็บเห็ดปาบริเวณและพ้ืนท่ีเก็บเห็ดปา  วิธีการถายทอดภูมิปญญาในการเก็บเห็ดปา ความเชื่อ

ในการเก็บเห็ดปา ภูมิปญญาทองถ่ินกับการบริโภค  ภูมิปญญาทองถ่ินในการแลกเปลี่ยนสินคา และ

การใชประโยชนเห็ดปา อางอิงจาก ละออศรี เสนาะเมือง และคณะ, 2554; พวงผกา แกวกรม แล

คณะ, 2556) 

      


