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PHỤ LỤC 16. CÁC PHƯƠNG PHÁP KIỂM KÊ, QUAN TRẮC VỀ LOÀI

(Ban hành kèm theo Thông tư số      /202    /TT-BTNMT ngày     tháng   năm 202   của Bộ trưởng Bộ Tài nguyên và Môi trường)

PHỤ LỤC 16.1
PHƯƠNG PHÁP ĐIỀU TRA ĐA DẠNG SINH HỌC THÚ

1. Công tác chuẩn bị

1.1. Chuẩn bị trang thiết bị, dụng cụ, vật tư 

Thú là nhóm động vật tương đối dễ nhận biết ngoài hiện trường. Tuy nhiên, đây là nhóm động vật hiếm gặp, đặc biệt là những loài có kích thước quần thể nhỏ (loài quý, hiếm hoặc loài sinh sống chuyên biệt ở: vách đá cao, hang hốc, hoặc trú ẩn, di chuyển dưới mặt đất...). Vì vậy, điều tra và giám sát thú đôi khi đòi hỏi những thiết bị chuyên dụng để hỗ trợ. Việc thu thập vật mẫu nghiên cứu gần đây chủ yếu chỉ áp dụng trên nhóm thú có kích thước nhỏ như dơi, gặm nhấm và thú ăn sâu bọ do số lượng quần thể của các loài đủ lớn. 

Trong điều kiện thuận lợi, các trang thiết bị, dụng cụ phục vụ điều tra nên lựa chọn các loại có chất lượng tốt nhất theo khả năng của các đơn vị thực hiện. Các vật tư, thiết bị, đồ dùng thiết yếu cho chương trình điều tra được chia thành các nhóm sau: 

- Máy móc, thiết bị: ống nhòm, máy ảnh, máy quay phim, bẫy ảnh, máy ghi âm, máy đo khoảng cách, GPS (máy định vị vệ tinh), đèn pin, địa bàn, flycam (thiết bị không người lái), máy đo cao, nhiệt kế, ẩm kế, máy xác định độ che phủ, đồng hồ, pin các loại... Trong điều tra thú, đặc biệt là các loài thú nguy cấp, quý, hiếm thì bẫy ảnh là thiết bị được ưu tiên trong việc xác định thành phần loài, tình trạng quần thể và phân bố của chúng. Bẫy ảnh ghi lại hình ảnh của con vật, là minh chứng quan trọng trong việc xác định sự cư trú của loài. Đối với những loài có tiếng kêu đặc trưng (các loài vượn), máy ghi âm là thiết bị điều tra quan trọng. Một số loại thiết bị không thể thiếu trong quá trình điều tra thú: ống nhòm, GPS, địa bàn, máy ảnh.

Hiện nay có rất nhiều máy móc, thiết bị, dụng cụ thuộc các chủng loại khác nhau được sử dụng trong điều tra, giám sát đáp ứng yêu cầu công việc và dễ dàng mua trên thị trường. Trong phần này, chúng tôi giới thiệu và khuyến cáo một số thiết bị thiết yếu có tính năng tốt, giá thành phù hợp và dễ dàng đặt mua tại Việt Nam (Bảng 01).

Bảng 01: Một số thiết bị, máy móc thiết yếu trong điều tra ĐDSH thú

	TT
	Hạng mục
	Chủng loại
	Hình ảnh

	1
	Máy định vị địa lý (GPS)
	Garmin GPSMAP 78sc, Garmin GPSMAP 78s, Garmin GPSmap 64sc, Garmin GPSmap 66s, Garmin GPSMAP 64SX,...
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	2
	Ống nhòm cầm tay
	Nikon Monarch 5 8x42, 8x32,  10x52…
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	3
	Máy ảnh
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Siêu Zoom Nikon P900, Nikon P1000, Canon 7D, Nikon D5, Nikon D4s và ống kính 600, 500 mm, 200-500mm…
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	4
	Máy quay phim
	Sony Handycam FDR-AX43Sony Handycam HDR-CX405, …
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	5
	Bẫy ảnh
	Spypoint Force-20, TERINO CAM12MP gắn hồng ngoại, …
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	6
	Địa bàn/La bàn
	La bàn cầm tay LB-007,…
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	7
	Máy ghi âm
	Song Meter SM3, SM4; Điện thoại thông minh tích hợp các ứng dụng lập trình ghi âm có thể phân tích, lọc tiếng kêu và được kết nối với bộ dữ trữ pin loại 20000mah để sạc liên tục.
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- Dụng cụ: bản đồ, thước đo các loại, kẹp tài liệu, bẫy các loại (bẫy lồng, bẫy hộp, bẫy ống, bẫy cốc, bẫy thụ cầm...), cân, đèn pin đội đầu, dây buộc, túi đựng mẫu, gậy bắt/vợt, sổ ghi chép, bút chì, bút mực, bút ghi nhớ, túi đựng tài liệu, túi đựng thiết bị, bảng biểu, sơn...
- Hóa chất, dụng cụ xử lý và bảo quản mẫu: khẩu trang, găng tay, cồn 90 độ, formalin 5-9%, muối, phèn chua, hộp đựng mẫu, dao kéo giải phẫu, bông băng, giấy thấm, etyket, nhãn mẫu.

- Tài liệu tra cứu và nhận dạng: Các tài liệu liệu nhận diện nhanh các loài thú ngoài thiên nhiên có hình ảnh minh họa ở Việt Nam và khu vực Đông Nam Á, chẳng hạn: 

+ Francis, C. M. (2001). A Photographic Guide to Mammals of South-East Asia: Including Thailand, Malaysia, Singapore, Myanmar, Laos, Vietnam, Cambodia, Java, Sumatra, Bali and Borneo. Ralph Curtis Publishing. Bangkok.

+ Francis, C. M. (2008). A Guide to the Mammals of Southeast Asia. Princeton University Press. USA.

+ Nadler, T., & Nguyễn Xuân Đặng (2008). Các loài động vật được bảo vệ ở Việt Nam. HAKI Publishing. Hà Nội.

+ Traffic Southeast Asia, Cục Kiểm lâm (2000). Nhận dạng động vật hoang dã bị buôn bán. Nhà xuất bản Nông nghiệp, Hà Nội: 54-93.

- Một số vật tư cần thiết cho sinh hoạt của đoàn điều tra: 

+ Đồ cắm trại, đóng lán: bạt, võng, tăng võng, túi ngủ, lều ngủ, dây buộc, dao phát, dây cao su, túi ni lông, áo mưa.

+ Lương thực, thực phẩm: xoong nồi, lương thực và thực phẩm cần thiết/số người tham gia trong số ngày dự kiến, ..v.v.

+ Sức khỏe, y tế: trong quá trình điều tra thực địa có thể gặp các rủi ro do rắn cắn, côn trùng đốt/cắn, các loài thực vật gây dị ứng, viêm nhiễm (sơn, lá han, lá ráy,...), trầy xước do va đập/ngã, ngộ độc thực phẩm, dịch tả, thương hàn, cảm cúm..v.v. Khi thành viên bị ốm hoặc không đảm bảo sức khỏe có thể làm gián đoạn kế hoạch điều tra thực địa, hiệu quả công việc và thậm chí còn có thể nguy hiểm đến tính mạng nếu không kịp thời chữa trị. Vì vậy, đối với mỗi hiểm họa cần trang bị các loại thuốc chuyên dụng và các dụng cụ sơ cứu cần thiết.

· Một số lưu ý trong việc bảo quản thiết bị:

Trang thiết bị thường đắt tiền và khó thay thế ngay trên thực địa nên cần phải được bảo quản cẩn thận. Phạm Nhật và cs (2003), Nguyễn Quảng Trường và cs (2020) đưa ra một số lời khuyên khi khi sử dụng thiết bị như sau:

- Bảo dưỡng máy móc, các thiết bị phụ trợ theo đúng quy trình.

- Máy ảnh, máy quay phim, máy ghi âm, ống nhòm, máy định vị,…cần được bảo quản nơi khô ráo (dùng các hạt hút ẩm để trong hộp nhựa kín).

- Không gấp lều hay túi ngủ ở trạng thái ướt vì sẽ bị mục nát rất nhanh.

- Tránh thất lạc, bỏ quên hoặc để mất.

- Nơi tốt nhất cho trang thiết bị là sử dụng trên hiện trường một cách hợp lý chứ không phải lưu giữ trong kho.

- Không đưa bất cứ một thứ gì ra khỏi rừng trừ khi đó là những thứ thuộc về nguyên liệu nghiên cứu hay vật dụng của cá nhân.

Lưu ý: Trước khi đóng gói chuẩn bị đi thực địa cần kiểm tra sử dụng hoạt động của máy móc, thiết bị, dụng cụ, hóa chất. Sau khi kết thúc điều tra cần kiểm tra toàn bộ vật tư, tài liệu, bảng biểu và lau chùi sạch sẽ, tháo pin khỏi các thiết bị.

1.2. Thiết kế các tuyến, điểm điều tra

a. Thiết kế tuyến điều tra

Các tuyến điều tra phải được thiết lập phân bố khắp các khu vực điều tra và đi qua càng nhiều sinh cảnh càng tốt, đặc biệt chú ý các điểm cao, các vũng nước, điểm có muối khoáng. Theo Phạm Nhật và cs (2003), có thể lựa chọn các tuyến là các đường mòn nhỏ được thợ săn hoặc những người thường xuyên đi rừng trước đây sử dụng. 

Tuyến điều tra thường được thiết lập dựa vào bản đồ địa hình của khu vực, thời tiết, chất lượng sinh cảnh và kết quả khảo sát sơ bộ. Thông thường, tuyến điều tra được thiết kế theo tuyến ở các khu vực dễ tiếp cận, di chuyển. Trong điều kiện địa hình hiểm trở, đi lại khó khăn thì phương pháp điều tra theo tuyến khó áp dụng, do vậy có thể lựa chọn phương pháp điều tra theo điểm, bẫy ảnh, sử dụng máy ghi âm. Việc thiết kế tuyến được căn cứ vào địa hình, cụ thể như sau (Nguyễn Quảng Trường và cs, 2020):

- Khu bảo tồn trên đất liền: Khảo sát dọc theo đường mòn trong rừng, dọc theo sườn hay đỉnh núi, các tuyến đi qua nhiều dạng sinh cảnh khác nhau.

- Khu bảo tồn là vùng đất ngập nước ngọt (đầm lầy): Khảo sát theo tuyến trong vùng khô ráo: đi bộ; vùng ngập nước: đi bằng thuyền.

- Khu bảo tồn là vùng đất ngập nước mặn: Khảo sát theo tuyến trong vùng khô ráo: đi bộ; vùng rừng ngập mặn hay các bãi lầy ven biển: dùng thuyền.

Số lượng các tuyến, điểm điều tra phụ thuộc vào nguồn kinh phí, nhân lực, thời gian thực hiện và yêu cầu của công việc. Với khu vực có diện tích lớn, cần bố trí các tuyến điều tra cách xa nhau nhằm phủ đều toàn bộ khu vực quan tâm. Trong điều tra thú, độ dài các tuyến điều tra phụ thuộc vào đặc điểm địa hình và nhóm loài điều tra. Thông thường, độ dài của các tuyến điều tra dao động từ 1,5 – 2,0 km. Đối với các khu vực thuận lợi, đối tượng điều tra là các loài thú lớn thì chiều dài tuyến có thể 5-6 km hoặc thậm chí lớn hơn. Các tuyến điều tra không quy định cụ thể về độ rộng của tuyến để đảm bảo rằng mọi con vật không bị bỏ sót trong quá trình khảo sát. 

Các tuyến điều tra đêm cần được khảo sát trước vào ban ngày, đánh dấu, thậm chí dọn tuyến (phát mở đường, phá bẫy...) cho an toàn. Độ dài của các tuyến điều tra đêm có thể bằng hoặc ngắn hơn tuyến điều tra ban ngày vì tốc độ khảo sát đêm thường thấp hơn ban ngày nhiều lần. Khi điều tra trên tuyến, cần chia thành nhóm nhỏ 2-3 người để hỗ trợ quan sát và thảo luận khi cần thiết.

b. Thiết kế điểm điều tra

Phương pháp điều tra điểm là một trong các phương pháp truyền thống được sử dụng chủ yếu để điều tra khảo sát các loài vượn hoặc các loài thú móng guốc tại các vũng nước, điểm muối. Phương pháp này thường được kết hợp với phương pháp điều tra tuyến. Các điểm điều tra được bố trí ngẫu nhiên, hệ thống hoặc đại diện trên những điểm có khả năng bắt gặp loài cao.

Đối với các loài vượn: Sinh cảnh sống của chúng là rừng cây lá rộng thường xanh (trạng thái rừng giàu, rừng trung bình, rừng nghèo), rừng hỗn giao cây lá rộng và cây lá kim và rừng hỗn giao cây gỗ và tre nứa. Do vậy, vị trí lựa chọn điểm nghe có thể trong vùng sinh cảnh thích hợp. Đối với các loài thú móng guốc: Điểm quan sát lựa chọn là các vũng nước, hoặc điểm dông thoáng có để muối để nhử, dẫn dụ. Ngoài ra, việc bố trí điểm điều tra cần được thu thập từ các dữ liệu phỏng vấn, các nguồn tài liệu đã nghiên cứu trước đây và kết quả điều tra, khảo sát sơ bộ.

2. Phương pháp thực hiện
2.1. Phương pháp phỏng vấn

Mục đích: 
Phỏng vấn được thực hiện nhằm thu thập các thông tin tổng quát và có ý nghĩa về tính ĐDSH các loài động vật trên các phương diện về: thành phần loài; số lượng và thành phần loài nguy cấp, quý, hiếm được ưu tiên bảo vệ; loài đặc hữu; loài bị đe dọa; loài chỉ thị, loài thường bị săn bắn; mức độ phong phú của các nhóm loài; phân bố thực tại. Ngoài ra, phương pháp phỏng vấn còn giúp thu thập các thông tin về đặc điểm sinh học, sinh thái và mối đe dọa tới loài. 

Đối tượng phỏng vấn 
Người có có nhiều kinh nghiệm đi rừng (khai thác các loại lâm sản, lấy mật ong, thợ săn, kiểm lâm, cán bộ khu bảo tồn, Vườn quốc gia...) ở các lứa tuổi khác nhau. Trong các đợt điều tra ĐDSH thú thường phỏng vấn từ 20 – 30 người. Người được phỏng vấn nên phân bố khắp ở các xã/thôn vùng đệm trong khu vực điều tra. Phỏng vấn được thực hiện với từng người hoặc cũng có thể thảo luận nhóm với một số người dân địa phương.

Trình tự thực hiện phỏng vấn: 
Phỏng vấn người dân địa phương là công việc khó khăn nên cần những người không chỉ có trình độ chuyên môn, hiểu biết về xã hội, tập quán sinh hoạt của các dân tộc mà còn có kỹ năng công tác cộng đồng (dân vận, giao tiếp...). Theo Phạm Nhật và cs (2003), một số kinh nghiệm và kỹ năng cơ bản trong phương pháp phỏng vấn bao gồm:

- Trước khi phỏng vấn cần làm rõ mục tiêu thu thập thông tin và tạo không khí cởi mở, vui vẻ. Cần hạn chế thu thập thông tin khi người dân đang bận công việc khác, có sự mâu thuẫn hoặc đang uống rượu.

- Các câu hỏi phỏng vấn cần đơn giản, dễ hiểu và có thể trả lời được. Tuy nhiên, các câu hỏi phỏng vấn cần tránh quá rõ ràng để đối tượng được phỏng vấn có thể nói dựa vào đó. Trình tự các câu hỏi phỏng vấn như sau:

+ Câu hỏi đầu tiên nên hỏi về số lượng các dạng (không phải về loài) của nhóm động vật quan tâm, đưa tên gọi chung chung, chẳng hạn: “Bác gặp bao nhiêu loài khỉ (nhóm thú Linh trưởng) ở địa phương mình?”. 

+ Có thể đề nghị người được phỏng vấn cho biết các loài mà họ đã biết, đã khai thác, đặc biệt tên địa phương.

+ Các câu hỏi tiếp theo có thể hỏi họ xem các loài động vật khác trông giống những loài mà người điều tra đang quan tâm không.

+ Trong quá trình phỏng vấn có thể đề nghị người được phỏng vấn mô tả tuần tự các loài mà họ đã biết.

+ Để xác định chính xác các loài quan tâm, các câu hỏi tiếp theo tập trung vào đặc điểm chi tiết và các đặc điểm nổi bật của loài dễ nhận diện như kích thước, màu sắc, tiếng kêu, tập tính..v.v.

+ Đối với các loài quý hiếm, có giá trị cần thu thập thêm các yếu tố đặc thù khác. Do vậy, người phỏng vấn cần phải chuẩn bị trước những ý định để làm sao thu thập được càng nhiều thông tin phục vụ cho mục đích điều tra. 

+ Để đảm bảo giá trị của những thông tin thu được, người điều tra cần lặp lại các câu hỏi ít nhất 2 lần nhưng theo cách khác nhau (không giống câu ban đầu); đôi khi cũng đặt ra các câu hỏi vu vơ, không cần chính xác.


+ Tranh, ảnh con vật chỉ được sử dụng trong những tình huống nhất định và hết sức thận trọng. Người phỏng vấn cần chuẩn bị ảnh về các loài động vật ở khu vực đó và cả một số loài ở khu vực khác, thậm chí chỉ có ở nước ngoài. Mỗi loài tốt nhất nên có 3 tranh ảnh tự nhiên, hình dạng và sự khác biệt tính đực cái của loài. Các tranh ảnh phải thể hiện được những đặc điểm quan trọng để giúp xác định loài. 

Một số tài liệu có ảnh màu được sử dụng trong phỏng vấn điều tra thú bao gồm: “A Photographic Guide to Mammals of South-East Asia” của tác giả Francis, C. M. (2001; 2008); cuốn “Các loài động vật được bảo vệ ở Việt Nam” của tác giả Nadler, T., & Nguyễn Xuân Đặng (2008); tài liệu “Nhận dạng động vật hoang dã bị buôn bán” do tổ chức Traffic Southeast Asia, Cục Kiểm lâm (2000); một số tài liệu chuyên biệt cho nhóm thú Linh trưởng: Thú Linh trưởng Việt Nam” của tác giả Phạm Nhật (2000), cuốn “Primates of Vietnam” của tác giả Nadlder, T.& Brockman, D. (2014). 
Trong quá trình phỏng vấn luôn khuyến khích người dân cho xem những mẫu vật mà họ lưu giữ lại như động vật nuôi, da, lông, sừng, xương, đuôi, ... Đây là những minh chứng quan trọng có thể giúp xác định được chính xác loài. Ngày nay, với sự phát triển mạnh mẽ của công nghệ, điện thoại thông minh (Smart phone) đã được phổ rộng tại tất cả các vùng miền. Sau những đợt săn bắt, nhiều người có thói quen chụp ảnh lại những mẫu vật thu được. Do vậy, việc khai thác hình ảnh các loài động vật mà người dân chụp được thông qua chia sẻ Zalo, Facebook ... sẽ giúp xác định được thành phần loài dễ dàng hơn. Lưu ý, mẫu vật và các hình ảnh mà người dân chia sẻ cần phải có nguồn gốc tại địa điểm thực hiện điều tra. Các thông tin phỏng vấn được ghi chép vào mẫu biểu thiết kế sẵn (Phần mẫu biểu).

Xử lý số liệu: Số liệu thu thập từ các phiếu phỏng vấn được nhập vào excel theo các bộ câu hỏi để xác định các chỉ tiêu điều tra. Tuy nhiên, các số liệu cần được kiểm chứng trong quá trình điều tra thực địa.

2.2. Phương pháp điều tra theo tuyến
Mục đích: Phương pháp điều tra theo tuyến là một trong những phương pháp được sử dụng phổ biến và dễ thực hiện bởi các nhà khoa học đến cán bộ KBT. Phương pháp này ngoài việc có thể đáp ứng đầy đủ các chỉ tiêu về điều tra ĐDSH còn được sử dụng trong kiểm kê, quan trắc. Do vậy, thực hiện điều tra tuyến và thu thập thông tin trên tuyến sẽ ảnh hưởng đến kết quả quan trắc vào các mùa hoặc năm tiếp theo.

Mặc dù dễ thực hiện nhưng khả năng bắt gặp thú trên các tuyến điều tra rất thấp, đặc biệt là đối với các loài có kích thước quần thể nhỏ, hiếm gặp hoặc thường sống chui lủi, khó quan sát trong quá trình điều tra. Do vậy, phương pháp điều tra tuyến thường được kết hợp với các phương pháp điều tra khác như: phương pháp điều tra điểm, phương pháp khảo sát ven sông, phương pháp điều tra qua dấu vết, phương pháp điều tra qua tiếng kêu. Phương pháp điều tra tuyến có hiệu quả ở các khu vực đất liền và các vùng nước ngọt hoặc nước mặn nông (vùng giữa các vùng thủy triều, các bờ hồ mở rộng và các vùng đồng cỏ ngập nước). Ở những vùng không đi bộ được, có thể dùng thuyền. 


Thời gian thực hiện: Phương pháp điều tra thú trên tuyến có thể được thực hiện vào bất kỳ mùa nào trong năm. Tuy nhiên, với các loài thú mà phần lớn kết quả điều tra dựa vào dấu vết để lại trên nền đất thì nên điều tra vào mùa mưa. Còn lại, để thuận lợi và an toàn cho hoạt động thực địa, các đợt điều tra nên được tiến hành vào thời điểm ít mưa bão trong năm.
Hoạt động điều tra thực địa phục vụ quan trắc cần được thực hiện theo cùng mùa giữa các năm để số liệu có tính so sánh. 

Hoạt động điều tra trong ngày phụ thuộc vào đối tượng điều tra. Các loài thú có thể được điều tra cả vào ban ngày vào ban đêm. Một số loài thú hoạt động chủ yếu vào ban đêm thì cần được tiến hành điều tra vào ban đêm. Các loài dơi được bẫy bắt và phân tích mẫu vật vào ban đêm. Các loài vượn phát ra tiếng kêu vào buổi sáng sớm nên hoạt động điều tra cần được tiến hành từ khi mặt trời mọc.

Hoạt động điều tra và quan trắc cần được tiến hành trong thời tiết thuận lợi. Nhiều loài động vật không phát ra các dấu hiệu như tiếng kêu vào thời gian mưa trong ngày, do vậy nên tránh các thời tiết này khi điều tra.

Cách thực hiện: Điều tra theo tuyến đi bộ phần nào giống với tuần tra thường nhật. Thời gian điều tra thú trên tuyến được thực hiện vào cả ban ngày và ban đêm tùy thuộc vào nhóm loài điều tra. Người điều tra đi dọc trên các tuyến đã được định sẵn với tốc độ 1,5-2,5km/h, quan sát kỹ lưỡng vào các điểm quan trọng và lắng nghe tiếng kêu của con vật. Tại các điểm nghi ngờ và bãi trống, người điều tra sử dụng các ống nhòm quan sát. Trong quá trình di chuyển, người điều tra ghi chú thông tin về môi trường sống (ví dụ rừng đất thấp) trong mỗi khu vực 100-250 m và dạng sinh cảnh (ví dụ: rừng nguyên sinh, rừng thứ sinh, nương rẫy, bụi rậm, trảng cỏ hoặc đất nông nghiệp). Trong quá trình điều tra tuyến cần giữ yên lặng để tránh con vật hoảng sợ và lẩn trốn. Khi quan sát thấy con vật, người điều tra sử dụng máy ảnh siêu zoom hoặc có gắn tele để chụp hình ảnh của con vật; các thành viên khác trong nhóm có thể sử dụng máy quay để ghi lại hoạt động của con vật và bổ trợ cho máy ảnh nếu không chụp được hoặc chất lượng ảnh chưa tốt.

Các thông tin cần thu thập khi bắt gặp con vật bao gồm: vị trí phát hiện, độ cao, tên loài dự kiến, dấu hiệu ghi nhận, số lượng, đực/cái (con non nếu quan sát được), khoảng cách, góc phương vị... Các thông tin này sẽ được ghi vào sổ điều tra hoặc biểu điều tra được thiết kế sẵn (Phần mẫu biểu). Tọa độ vị trí ghi nhận được xác định bằng máy định vị GPS.

Xử lý số liệu: số liệu thu được từ các phiếu điều tra tuyến được nhập vào excel để lưu trữ thông tin và xử lý phục vụ các chỉ tiêu điều tra. 

2.2.1. Khảo sát ven sông

Khảo sát ven sông là một dạng đặc biệt của điều tra theo tuyến áp dụng với địa hình sông nước. Nhóm điều tra đi bằng thuyền để quan sát các loài thú, đặc biệt là các loài thường kiếm ăn ven các sông suối lớn, tắm hoặc ra uống nước như các loài thú móng guốc (Voi, Nai, Hoẵng, Bò tót, ...), thú ăn thịt (Gấu, Hổ, Mèo cá, các loài rái cá, ...) hoặc một số loài thú Linh trưởng sinh sống ở các đảo (Cát Bà) xung quanh được bao bọc bởi nước..v.v.

Việc thực hiện khảo sát ven sông tương tự như điều tra tuyến trên cạn. Tuy nhiên, khả năng tiếp cận con vật khó khăn hơn nếu chúng di chuyển sâu vào đất liền. Do đó, trong quá trình thiết kế điều tra ven sông nên kết hợp cả phương pháp điều tra tuyến theo các đường mòn trong rừng.

2.2.2. Khảo sát trong đêm bằng đèn pin

Thời điểm kiếm ăn của thú rất đa dạng, nhiều loài kiếm ăn ban ngày nhưng cũng có nhiều loài kiếm ăn đêm: một số loài thú ăn thịt (Báo hoa mai, Hổ, Mèo rừng, một số loài cầy,..), một số thú móng guốc (Hoẵng, Mang, …), một số loài gặm nhấm (Đon, Nhím, dúi, Chồn bay, Sóc bay...), các loài dơi, Cu li, ..v.v. 

Vào ban đêm, mắt của hầu hết các loài thú thường phản xạ lại khi có ánh đèn chiếu vào. Theo Phạm Nhật và cs (2003), chúng ta có thể dùng đèn pin hoặc đèn săn đội đầu của đồng bào dân tộc (Đèn ló) tiến hành điều tra các loài thú rừng vào những đêm tối trời. Điểm khó nhất đối với phương pháp này là nhận diện chính xác loài. Vì người điều tra thường chỉ nhìn thấy ánh mắt nên một trong những yêu cầu quan trọng là kỹ năng phân biệt màu sắc ánh mắt, kích thước mắt, khoảng rộng giữa 2 mắt, độ cao mắt so với mặt đất,...(ví dụ: Bò tót có ánh mắt màu xanh, Hổ có ánh măt màu đỏ, kích thước giữa 2 mắt Hổ nhỏ hơn Bò tót, ...).

Khảo sát ban đêm cũng là một dạng của điều tra tuyến áp dụng với những loài động vật kiếm ăn đêm. Tuy nhiên, các tuyến điều tra đêm có thể ngắn hơn tuyến điều tra ban ngày và nên tiến hành khảo sát trước khi thực hiện.

2.2.3. Điều tra theo tiếng kêu

Trong quá trình điều tra tuyến, tiếng kêu (tiếng hót) của con vật là một trong những thông tin quan trọng để xác định loài. Ngoài việc sử dụng máy ghi âm, việc ghi nhận loài qua tiếng kêu trên tuyến cũng là căn cứ để bố trí các phương pháp điều tra điểm hoặc đặt bẫy sau này.

Một số loài thú phát ra những tiếng kêu rất đặc trưng cho loài, đó là cơ sở giúp chúng ta xác định sự có mặt của chúng trong khu vực điều tra. Những người điều tra giàu kinh nghiệm có thể nhận biết dễ dàng khi nghe tiếng kêu của các loài Hổ, Hoẵng, Sói lửa,... Các loài vượn cũng rất dễ ghi nhận trên thực địa nhưng việc phân biệt giữa các loài qua tiếng kêu là không dễ và phải dựa trên vùng phân bố địa lý của chúng. 

2.2.4. Điều tra qua dấu vết

Hiện nay, việc quan sát trực tiếp được các loài thú trong các KBT Việt Nam là rất khó vì chúng có số lượng nhỏ, lại rất nhút nhát do luôn bị đe dọa bởi hoạt động săn bắn trái phép. Vì vậy, ghi nhận sự có mặt của các loài qua dấu dấu vết của chúng là phương pháp dễ thực hiện hơn. Các dấu vết thú để lại bao gồm: dấu chân, phân, lông,… trong đó, dấu chân là một trong những dấu hiệu cơ bản trong việc xác định loài vì ở một số loài thú có các dấu chân đặc trưng. Thông tin điều tra qua dấu vết được ghi chép vào mẫu biểu thiết kế sẵn (Phần mẫu biểu).

Dấu chân thú thường để lại tại các vũng nước, bãi đất sau những trận mưa hoặc dọc theo suối, khe nước. Dựa vào hình ảnh nhận diện dấu chân đặc trưng (hình 01) chúng ta có thể định loại loài, chẳng hạn: dấu chân Lợn rừng thường thể hiện rõ 4 guốc nhưng dấu chân các loài móc guốc khác thường chỉ nhìn thấy 2 guốc; vết chân thú họ Mèo không có vết vuốt... Để xác định được dấu vết thú để lại trên thực địa, Phạm Nhật và cs (2003) đưa ra phương pháp xác định như sau:

- Đối với dấu chân: đặt 1 tấm kính và trên đó là để tấm mi ca mỏng, trong. Dùng bút dạ không xoá vẽ theo hình dạng của dấu chân. Mô tả chi tiết thêm những thông tin cần thiết khác (toạ độ, sinh cảnh nơi ghi nhận dấu chân, số lượng dấu chân, cách sắp xếp các ngón chân, nền đất  mềm hay cứng, ...), đo các kích thước cần thiết.

- Đối với phân: cần mô tả thành phần chứa trong bãi phân (động vật, thực vật, quả, lá…) và màu sắc của chúng. Cầy hương thường thải phân nhiều lần tại một chỗ, trong phân có xương, lông của động vật nhỏ (chuột).

- Đối với lông: nhiều loài thú móng guốc (Lợn rừng, Nai, Bò tót, ...) thường có tập tính cọ mình vào cây gỗ và dấu vết của chúng để lại thường là bùn, lông, vỏ cây bị sợt, .... Để nhận diện loài, chúng ta chú ý quan sát những sợi lông của con vật để lại trên vết cọ đó kết hợp dấu chân của chúng trên đất. Mối liên hệ giữa sợi lông, độ cao vết cọ sẽ giúp chúng ta xác định dấu vết của loài nào.

Lưu ý: 

- Trong quá trình thu thập dấu vết cần chú ý các thảm thực vật xung quanh để xác định các dấu vết khác.

+ Cần nêu được lý do xác định là dấu vết của loài đó mà là không phải của loài khác.

+ Dự đoán mức độ thời gian xuất hiện của dấu vết theo một số các trường hợp sau: dấu vất hoàn toàn mới (cùng ngày), còn mới (dưới một tuần), cũ (lâu hơn một tuần).

+ Xác định hay đoán số lượng cá thể đã để lại dấu vết; vị trí và độ cao tìm thấy dấu vết.

- Thợ săn ở nhiều vùng có kinh nghiệm không chỉ xác định chính xác dấu vết của loài mà còn thời gian xuất hiện dấu vết. Để tích luỹ kinh nghiệm nhận diện loài qua dấu vết chỉ có cách duy nhất là học hỏi và tích luỹ từ thực tiễn.
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(Nguồn: Alden, 1987, trích dẫn theo tài liệu Nguyễn Quảng Trường  và cs, 2020)
Hình 01a: Đặc điểm dấu chân một số loài thú
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(Nguồn: Alden, 1987, trích dẫn theo tài liệu Nguyễn Quảng Trường  và cs, 2020)
Hình 01b: Đặc điểm dấu chân một số loài thú

 2.2.5. Ghi chép số liệu điều tra trên tuyến

Người điều tra phải tạo được thói quen ghi chép lại các thông tin quan sát được, không nên tin tưởng vào trí nhớ của mình. Thông tin cần được ghi chép đầy đủ, càng chi tiết càng tốt. Ngoài ghi chép, các thông tin nên được chụp ảnh, quay phim, vẽ, thu nhặt mẫu vật...nếu có điều kiện (Phạm Nhật và cs, 2003).

Hình thức ghi chép thực địa gồm 3 thể loại chính: số liệu, phác họa và những lời giải thích. Có 5 điểm chú ý trong ghi chép thực địa đó là: chính xác, nguyên trạng, dễ nhớ, logic và rõ ràng. Để ghi chép tốt trên thực địa, Alan Rabninwiz (1993) có các điều khuyên sau:

- Sử dụng bút chì hoặc bút viết không bị nhòe nước;
- Sử dụng sổ chống thấm nước;

- Ghi rõ ràng tên người, tên địa điểm và thời gian điều tra trên bìa trước;

- Nên có 2 sổ, một sổ khi đi thực địa và một sổ ghi chép thông tin khi về lán;

- Không tẩy xoá, xé bỏ trang mà nên gạch bỏ khi không muốn sử dụng các thông tin trang đó;

- Thường xuyên ghi trực tiếp vào sổ ghi chép, không ghi vào mẩu giấy;

- Không nên dùng kí hiệu mà không có giải thích;

- Các thông tin nên ghi ngay tại thời điểm quan sát.

Khuyến cáo: Đối với các chương trình điều tra đã xây dựng mẫu phiếu cần ghi đầy đủ thông tin có trong mẫu phiếu khi bắt gặp con vật và khi kết thúc điều tra thực địa. Đôi khi sự chủ quan của người điều tra có thể gây thiếu thông tin như: độ cao, độ dốc, hướng phơi, ..v.v. 

2.3. Phương pháp điều tra theo điểm

Mục đích: Phương pháp điều tra điểm được sử dụng để xác định thành phần loài; số lượng và thành phần các loài nguy cấp, quý, hiếm được ưu tiên bảo vệ, các loài đặc hữu, loài chỉ thị, loài bị đe dọa; số lượng quần thể; mật độ hoặc số lượng cá thể các nhóm loài và khu vực phân bố của chúng trong KBT. Các chỉ tiêu này còn được sử dụng cho kiểm kê, quan trắc vào các mùa hoặc các năm sau đó. 

Thời gian thực hiện: Như đối với điều tra theo tuyến.
Cũng giống như phương pháp điều tra theo tuyến, hạn chế của phương pháp điều tra theo điểm là tỷ lệ bắt gặp các loài thú thường thấp. Tuy nhiên, Phương pháp này có thể áp dụng tốt đối với nhóm động vật phát ra tiếng kêu to và đặc trưng (các loài vượn và thú móng guốc trong mùa sinh sản). Do vậy, cần tăng cường sử dụng các phương pháp khác, đặc biệt là các phương pháp điều tra gián tiếp.
Điều tra điểm phụ thuộc nhiều vào kinh nghiệm của người điều tra và máy móc, thiết bị (ống nhóm, máy ảnh, máy quay phim, máy ghi âm). Do vậy, các KBT khi thực hiện điều tra điểm cần có sự hỗ trợ của các chuyên gia trong việc xác định điểm điều tra, thiết kế nghiên cứu, xử lý số liệu và tính toán mật độ và kích thước quần thể. 

· Đối với các loài Vượn (Hylobatydae)

Các loài vượn thường sống trên cây cao, di chuyển nhanh nên khó quan sát khi điều tra tuyến. Người điều tra nghe thấy tiếng kêu của chúng nhiều hơn quan sát trực tiếp. Do vậy, phương pháp điều tra vượn chủ yếu là nghe tiếng kêu và thường thực hiện điều tra điểm để xác định loài, mật độ và kích thước quần thể.

Các điểm điều tra (điểm nghe) thường được bố trí trong vùng sinh cảnh thích hợp hoặc bao phủ một phần diện tích có thể có vượn trong khu vực điều tra. Các điểm điều tra nên được bố trí ở trên cao để có thể nghe rõ tiếng kêu và xác định được vị trí của con vật: đầu ngọn suối với hệ thống núi bao bọc xung quanh, trên các giông núi hoặc trên đỉnh đồi trong thung lũng. Tuy nhiên, các điểm nghe phải dễ tiếp cận vào sáng sớm (trước 5 giờ sáng) vì vượn thường bắt đầu hót từ khoảng 5 giờ đến khoảng trước 8 giờ sáng.

Mỗi điểm nghe nên được điều tra 3 ngày liên tục. Trong mỗi ngày nghe, để tăng độ chính xác khi xác định vị trí của đàn vượn nên bố trí nhiều điểm nghe (thường là 3 điểm) gần nhau để hình thành nhóm nghe theo “đỉnh tam giác”. Mỗi nhóm thường có 2 người. Các nhóm điều tra có đồng hồ được hiệu chỉnh giờ tương tự nhau với độ chính xác đến từng giây và chịu trách nhiệm cho khu vực nghe theo các hướng. Vị trí các đàn vượn được xác định theo phương pháp giao hội điểm từ số liệu điều tra của 3 nhóm mỗi ngày và cả đợt cho cụm điều tra đó.
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Nguồn: Vũ Tiến Thịnh và Giang Trọng Toàn

Hình 02: Ví dụ về điểm nghe và vùng nghe thấy xung quanh các điểm nghe vượn tại VQG Chư Yang Sin

Trong thời gian khảo sát, các thành viên trong nhóm tập trung lắng nghe, hạn chế chuyển động cũng như hạn chế trò chuyện để giảm thiểu âm thanh và tiếng ồn. Khi phát hiện tiếng hót của vượn, người điều tra thu thập các thông tin: góc phương vị của đàn vượn, thời gian vượn bắt đầu hót, số cá thể trong đàn vượn hót, thời gian kết thúc hót và ước lượng khoảng cách từ điểm nghe đến đàn vượn, sinh cảnh,... Các thông tin được ghi vào sổ điều tra và mẫu biểu thiết kế sẵn (Phần mẫu biểu). Nếu vị trí đàn vượn nằm gần điểm nghe, người điều tra sẽ tiếp cận để thu thập các thông tin về sinh thái, tập tính và cấu trúc đàn.
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(Nguồn: Vũ Tiến Thịnh)

Hình 03: Ví dụ minh họa một khu vực điều tra với 3 điểm nghe trong đó có hiện tượng chồng lấn giữa các điểm nghe

· Đối với các loài thú móng guốc hay các loài thú khác

Các loài thú móng guốc có thể quan sát được ở các trạng thái rừng khộp, nơi mà có thảm thực bì ít hạn chế sự che khuất hoặc các điểm có nước trong khu vực điều tra. Các loài thú móng guốc cũng dễ bị dẫn dụ bởi muối khoáng. 

Sau khi lựa chọn các điểm điều tra thích hợp, người điều tra đứng tại một vị trí thuận lợi nhưng kín đáo dùng ống nhòm quan sát trong khoảng thời gian 5 – 10 phút xung quanh điểm điều tra. Khi quan sát thấy thú, người điều tra đếm toàn bộ số loài, số lượng cá thể, xác định hành vi của chúng, sau đó dùng máy ảnh, máy quay phim để chụp, quay lại làm minh chứng. Sau khi đã quan sát kỹ lưỡng, chụp ảnh, quay phim, người điều tra ghi chép các thông tin thu thập được vào số điều tra và biểu điều tra thiết kế sẵn (Phần mẫu biểu).

2.4. Phương pháp bẫy ảnh

Điều tra động vật bằng bẫy ảnh (Camera Trapping) là phương pháp sử dụng máy móc, công nghệ hiện đại nhằm ghi lại hình ảnh của con vật khi chúng đi vào bộ phận cảm biến hồng ngoại đóng mạch điện để máy ảnh chụp. Bẫy ảnh là công cụ hữu ích cho các nhà khoa học, nghiên cứu, bảo tồn ĐVHD. Phương pháp này rất hiệu quả đặc biệt đối với các loài có kích thước quần thể nhỏ, quý, hiếm khó quan sát, khó bắt gặp và ở những nơi có địa hình hiểm trở, khó tiếp cận. 

Hiện nay, khả năng bắt gặp thú trực tiếp ngoài tự nhiên khá thấp do kích thước quần thể của hầu hết các loài nhỏ và chúng thường lẩn tránh với sự xuất hiện của con người. Do vậy, phương pháp điều tra bằng bẫy ảnh đang trở nên phổ biến để điều tra các loài ĐVHD, đặc biệt các loài sống trên mặt đất. Phương pháp này đang dần trở thành một trong những phương pháp trọng tâm và quan trọng nhất đối với điều tra nhóm thú.
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(Nguồn: Nguyễn Tài Thắng)

Hình 04: Mang trường sơn và Sơn dương được chụp từ bẫy ảnh tại VQG Pù Mát

Bẫy ảnh có sử dụng thẻ nhớ với dung lượng bộ nhớ lên đến hàng chục hoặc hàng trăm Gigabyte (Gb) và tuổi thọ của pin có thể kéo dài vài tháng đến một năm. Những ưu điểm này sẽ hạn chế những ảnh hưởng tác động của con người đến các loài động vật và môi trường sống tự nhiên của chúng trong một khoảng thời gian khá dài cho đến khi người điều tra quay trở lại tiến hành các hoạt động nghiên cứu tiếp theo. Bẫy ảnh kỹ thuật số sẽ có tốc độ chụp nhanh và liên tục (3 đến 5 hình ảnh/giây) và lưu trữ được nhiều hình ảnh hơn máy ảnh chụp bằng phim (máy cơ). Bên cạnh đó, bẫy ảnh kỹ thuật số còn có nhiều tiện ích hơn trong việc chuyển tải hình ảnh, xem và in ấn thông qua thiết bị máy tính. 

Hiện nay, trên thị trường có rất nhiều bẫy ảnh có chất lượng tốt với hình ảnh rõ nét, một số bẫy ảnh vừa có chức năng quay phim và vừa có chức năng chụp hình sẽ tạo điều kiện thuận lợi cho các nhà khoa học nghiên cứu về tập tính và sinh thái của một số loài ĐVHD. Người điều tra có thể thiết lập bẫy ảnh ở những vị trí có tần suất ghi nhận cao nhất về các hoạt động của loài cũng như việc xác định số lượng, thành phần loài ĐVHD trong từng khu vực điều tra nhất định và thậm chí có thể xác định được cả tính đực cái của loài, các vết thương trên cơ thể của chúng để xác định những mối đe dọa. Từ những kinh nghiệm thực tiễn, chúng tôi đưa ra các bước thực hiện điều tra động vật bằng bẫy ảnh như sau:

Bước 1: Công tác chuẩn bị

Trước khi sử dụng bẫy ảnh, người đi đặt bẫy ảnh cần kiểm tra các bộ phận và hoạt động của máy. Nước và bụi bẩn được lau sạch trước khi mở nắp đậy. Pin được thay mới toàn bộ và các dữ liệu trong thẻ nhớ được làm mới trước khi lắp đặt vào máy. Sau khi bật máy, đèn máy xuất hiện màu đỏ là thời điểm máy đã sẵn sàng hoạt động. Một số lưu ý trước khi đi đặt bẫy ảnh như sau:

- Mỗi bẫy ảnh phải được dán nhãn với một mã nhận dạng (ID) cố định.

- Người đi đặt bẫy ảnh cần mang theo tối thiểu một bẫy ảnh dự phòng để phòng trường hợp có bẫy ảnh gặp trục trặc kỹ thuật hoặc sự cố.

- Các thẻ nhớ cần được dán mã nhận dạng (ID) trùng với mã nhận dạng của bẫy ảnh chứa thẻ nhớ đó.

- Người đi đặt bẫy ảnh cần mang theo thẻ nhớ dự phòng và nên sử dụng thẻ nhớ có dung lượng tối thiểu 4Gb.

Bước 2: Lựa chọn địa điểm đặt máy

Tùy thuộc vào mục đích điều tra mà lựa chọn điểm đặt máy khác nhau, chẳng hạn: Để xác định thành phần loài có thể lựa chọn các điểm đặt bẫy là những điểm nghi ngờ loài xuất hiện để phù hợp với số lượng bẫy hiện có; Để xác định tần suất bắt gặp loài có thể đặt theo dạng ô lưới. Điểm đặt bẫy ảnh thích hợp là nơi mà có khả năng chụp được nhiều hình ảnh ĐVHD nhất, nơi mà động vật có thể di chuyển từ các hướng khác nhau sẽ cùng đi qua, nơi có địa hình bằng phẳng, không gian chụp ảnh của bẫy ảnh đủ rộng rãi, tránh khu vực đất thấp (dưới khe nước) vì có thể xảy ra lũ.

Vị trí điểm đặt máy được lựa chọn sao cho bộ phận cảm ứng của bẫy ảnh có thể bao quát toàn bộ đường mòn hoặc vị trí có thể con vật đi qua. Người điều tra lựa chọn những cây, cọc vững chắc để gắn bẫy ảnh. Phía trước bẫy ảnh cần thông thoáng để hạn chế ảnh hưởng của cành cây, dây leo làm nhiễu loạn hình ảnh chụp nhưng cũng cần đảm bảo sự kín đáo của vị trí gắn máy nhằm tránh người dân đánh cắp hoặc phá hoại.

Lưu ý: Điểm được xác định để gắn bẫy ảnh phải có khoảng cách tối ưu từ vị trí bẫy ảnh đến vị trí trung tâm mà bẫy ảnh có thể ghi hình được (khoảng cách tối ưu từ 3 – 8 m tùy thuộc vào độ cảm biến, tốc độ chụp của máy và mục đích muốn ghi nhận hình ảnh của từng loài).

Bước 3: Lắp đặt bẫy ảnh ngoài hiện trường
Vị trí điểm đặt bẫy ảnh nên đặt ở độ cao khoảng 20 – 40 cm so với mặt đất. Khi đó, ống kính của bẫy ảnh ở dưới gối của người đặt sẽ giúp cho chụp được ảnh của các loài thú lớn, vừa và nhỏ. Tuy nhiên, một số trường hợp điều tra thú rất lớn ở khu vực thông thoáng có thể đặt cao hơn để có thể chụp được toàn bộ hình ảnh của chúng. Khi các máy bẫy ảnh được đặt ở khu vực dốc, chiều cao đặt máy cần được điều chỉnh tùy vào tình huống cụ thể.

Lưu ý: Các bẫy ảnh nên được đặt cách nhau tối thiểu 20m (khả năng chụp được của bẫy) và hướng đến các hướng khác nhau.
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	(Nguồn: Nguyễn Tài Thắng)
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(Nguồn: Nguyễn Tài Thắng)

Hình 05: Mô phỏng một số vị trí đặt bẫy ngoài thực địa tại KBT Pù Hoạt

Phát quang thực vật và dọn vật cản: Phía trước của bẫy ảnh cần đảm bảo thông thoáng, ít bị vật cản vì sự lay động của các vật thể trước bẫy ảnh có thể kích hoạt cảm biến ngay cả khi không có động vật. Vật cản cũng có thể làm cho hình ảnh của con vật không rõ ràng. Tuy nhiên, trong quá trình phát dọn thực bì, vật cản không nên sạch quá mức vì có thể tạo nên sự nghi ngại cho động vật tiếp cận, đi qua khu vực muốn chụp ảnh. Ngoài ra, bẫy ảnh được đặt trong thời gian dài trong khi thực vật phát triển rất nhanh nên các loại thực vật nhỏ có thể nhổ cả rễ; phía dưới bẫy ảnh nên phủ lá, các phiến đá phẳng sẽ hạn chế các loài thực vật mọc che lấp tầm chụp của máy và tránh bùn đất bắn lên máy khi trời mưa.

Gắn và điều chỉnh bẫy ảnh: Sau khi gắn chặt bẫy ảnh vào giá thể (thân cây, cành cây, cọc tiêu) chắc chắn, người điều tra tiến hành cài đặt các thông số về thời gian và chế độ chụp ảnh. Bẫy ảnh được điều chỉnh ngang ở nơi bằng phẳng, cúi xuống hoặc ngẩng lên ở nơi đất dốc sao cho vùng mặt phẳng có độ nhạy cao nhất này song song với mặt đất để kích hoạt máy bẫy ảnh hoạt động khi con vật đi qua vùng cảm biến. Để tăng hiệu quả cho bẫy ảnh có thể sử dụng thêm biện pháp đặt mồi (thức ăn, muối khoáng…) để dẫn dụ các loài thuộc đối tượng điều tra. 

Thử bẫy ảnh: Trước khi rời khỏi vị trí đặt bẫy, người điều tra cần tạo thói quen kiểm tra lại xem máy đã hoạt động hay chưa. Nếu máy không hoạt động sẽ bị mất thông tin trong khoảng thời gian dài đến khi đi kiểm tra máy và thu dữ liệu. Hiện nay, các loại bẫy ảnh kỹ thuật số có sử dụng thẻ nhớ sẽ giúp chúng ta kiểm tra và xem thử hình ảnh mà máy ghi nhận được ngay trên màn hình của bẫy ảnh. Do vậy, người đặt bẫy thử hoạt động của bẫy ảnh bằng cách di chuyển ở phía trước bẫy ảnh (khu vực cần chụp ảnh) và tốt nhất nên bò trên mặt đất ở các khoảng cách khác nhau theo thời gian cài đặt chụp lại của bẫy.

Ghi chép thông tin đặt bẫy ảnh: Sau khi thiết lập, người đặt bẫy cần ghi chép cẩn trọng các thông tin liên quan đến thời gian, vị trí và môi trường xung quanh bẫy ảnh cho công tác giám sát và theo dõi. Vị trí đặt máy được xác định tọa độ địa lý bằng máy định vị GPS. Các thông tin đặt máy như: số hiệu máy, loại mồi nhử (nếu có), giờ/ngày/tháng/năm thiết lập máy bắt đầu hoạt động, mô tả sinh cảnh nơi đặt máy, thời tiết lúc đặt máy và tên người thiết lập máy… được ghi chép vào mẫu biểu thiết kế sẵn (Phần mẫu biểu).

Bước 4: Kiểm tra và thu hồi bẫy ảnh

Bẫy ảnh được thu hồi sau khoảng thời gian từ 2 – 3 tháng (tùy thuộc vào dung lượng pin và mục đích điều tra). Khi kiểm tra hoặc thu hồi bẫy ảnh nên đứng phía trước bẫy nhằm kiểm tra bẫy ảnh vẫn trong tình trạng hoạt động tốt hay không. Trước khi tháo bẫy ảnh, người điều tra cần lau sạch nước và bụi bẩn, sau đó mở khóa và tắt máy bẫy ảnh trước khi tháo thẻ nhớ. 

Thẻ nhớ được lấy ra nhẹ nhàng, tránh bị gãy hoặc trầy xước. Người điều tra điền đầy đủ thông tin có trong phiếu thông tin bẫy ảnh; có thể sao chép dữ liệu từ thẻ nhớ vào bất cứ thiết bị lưu trữ nào khác để có thể có thêm một bản sao lưu dữ liệu trên thực địa. Sau đó, thẻ nhớ được gắn trở lại bẫy ảnh và mang cả hai thiết bị trở về.

Dữ liệu trong thẻ nhớ được chuyển vào máy tính và sao (coppy) đầy đủ, đặt tên ghi nhớ để phân biệt với dữ liệu của các thẻ nhớ khác. Thông qua hình ảnh thu thập được, thông tin về đối tượng nghiên cứu được tra cứu, phân tích, xử lý, đánh giá, phục vụ viết báo cáo và lập kế hoạch bảo tồn loài.

Khuyến cáo: Điều tra bằng bẫy ảnh mặc dù không quá khó cho cán bộ KBT nhưng việc lựa chọn địa điểm đặt bẫy, thời gian cài đặt giờ chụp và xử lý dữ liệu bẫy ảnh nên tham khảo ý kiến của các chuyên gia sẽ đạt được hiệu quả tốt hơn. 

2.5. Phương pháp điều tra thú bằng âm sinh học

Điều tra thú bằng âm sinh học là phương pháp điều tra hiện đại, sử dụng các thiết bị ghi âm chuyên dụng như Song Meter SM3, SM4 – Máy ghi âm SM3, SM4 hoặc điện thoại thông minh trong việc tự động ghi lại những tiếng kêu của một số loài thú có tiếng kêu đặc trưng (vượn, hoẵng, …) xung quanh các điểm đặt máy. 
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Máy ghi âm SM3 (Nguồn: Wildlife Acoustics)
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Máy ghi âm SM4 (Nguồn: Wildlife Acoustics)


Hình 06: Máy ghi âm SM3 và SM4 sử dụng trong điều tra thú

Phương pháp điều tra bằng âm sinh học về cơ bản giống phương pháp điều tra tại điểm nghe nhưng khác biệt ở đây là sử dụng các thiết bị thu âm thay thế sức người và hạn chế tác động của con người tới kết quả điều tra. Trong điều tra tuyến và điểm, các tác động khách quan từ con người có thể làm các loài thú lẩn trốn hoặc những cá thể kiếm ăn chui lủi trong các bụi rậm ngoài tầm quan sát của người điều tra.

Ưu điểm của máy thu âm SM3, SM4 là có thể ghi âm theo lịch trình đặt sẵn trong một khoảng thời gian dài ngoài thực địa. Điện thoại di động có thể được can thiệp phần cứng và cài đặt phần mềm để sử dụng như một máy SM3/ SM4. Phần mềm ghi âm được cài đặt vào điện thoại nhằm điều chỉnh lịch ghi âm và thông số bản ghi sao cho phù hợp với loài cần điều tra, chẳng hạn: đặt lịch ghi âm từ 5h00 đến 9h00 đối với các vượn, 20h00 đến 04h00 đối với các loài thú hoạt động đêm. Một số phần mềm ghi âm thích hợp có thể sử dụng gồm: Cinix Soft, Recforge II. Ngoài ra, điện thoại được kết nối với bộ dữ trữ pin có dung lượng từ 20000mah trở lên để có thể hoạt động liên tục trong thời gian dài ngoài thực địa. Việc sử dụng điện thoại thông minh sẽ giúp tiết kiệm chi phí vận hành, thuận tiện khi mua bán, bảo hành, sửa chữa. 
Quy trình điều tra thú bằng phương pháp âm sinh học cũng tương tự như điều tra chim, thực hiện qua 2 bước: Thu âm tiếng kêu/tiếng hót của thú và xử lý dữ liệu âm thanh.

· Thu âm tiếng kêu của thú 

Để thu được tiếng kêu/tiếng hót của thú, thiết bị thu âm được gắn vào thân cây rừng ở độ cao > 1m nhằm hạn chế ảnh hưởng của nước dưới nền rừng tới khả năng hoạt động của máy. Các máy đặt cách nhau khoảng 1-3km theo phương pháp hệ thống với điểm bắt đầu ngẫu nhiên hoặc theo phương pháp điển hình. Dữ liệu âm thanh được ghi và lưu lại với tần số từ 16kHz-44.1kHz dưới dạng định dạng wav. 
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(Nguồn: Trần Văn Dũng)
Hình 07: Mô phỏng vị trí đặt máy SM3 ngoài thực địa

· Xử lý dữ liệu âm thanh

Dữ liệu âm thanh thu được từ thực địa có thể được phát lại bằng các phần mềm thích hợp, từ đó phát hiện ra âm thanh của loài mục tiêu. Tuy nhiên, việc nghe lại tất cả dữ liệu sẽ mất rất nhiều thời gian. Do đó, phần mềm RAVEN (Cornell Lab of Onithology) được sử dụng để phân tích các dữ liệu âm thanh. Bằng việc sử dụng RAVEN, dữ liệu được trực quan hóa thành các phổ âm thanh, so sánh với các phổ âm thanh chuẩn của các loài thú để xác định âm thanh phát ra từ loài là đối tượng nghiên cứu. 

Ngoài ra, chức năng nhận dạng âm thanh tự động của RAVEN cũng có thể được sử dụng, tuy nhiên độ chính xác không cao do có nhiều âm thanh xem lẫn. Thông tin ghi nhận được từ các máy ghi âm được ghi chép vào mẫu phiếu điều tra thiết kế sẵn (Phần mẫu biểu).
Khuyến cáo: Điều tra thú bằng phương pháp âm sinh học là phương pháp điều tra có sử dụng thiết bị và công nghệ hiện đại. Mặc dù phương pháp này có thể tiết kiệm được nhân lực cho hoạt động điều tra và hạn chế tác động của con người tới động vật nhưng không dễ dàng với cán bộ KBT trong việc cài đặt máy, xử lý dữ liệu. Do đó, khi thực hiện điều tra bằng âm sinh học, KBT nên phối hợp với các chuyên gia thực hiện phương pháp này hoặc mời các chuyên gia tới tập huấn cho đơn vị thực hiện.

2.6. Phương pháp bắt thả thú bằng bẫy

Bẫy bắt là phương pháp nghiên cứu rất có hiệu quả đối với thú nhỏ, các loài khó quan sát, hoạt động ban đêm. Bẫy bắt cho phép thu thập các thông tin về tình trạng sinh sản, thành phần tuổi, tỷ lệ đực cái và có thể đánh dấu giúp thực hiện phương pháp tính mật độ thả bắt lại. Hiệu quả đặt bẫy phụ thuộc vào nhiều yếu tố như kỹ năng và kinh nghiệm, loài thú, kiểu sinh cảnh và các loại bẫy sử dụng. Hiện nay, có nhiều loại bẫy thú nhỏ được sử dụng: bẫy lồng, bẫy dây, bẫy kẹp, bẫy hố, lưới mờ… trong đó, bẫy lồng ít ảnh hưởng tới con vật nhất nên khuyến cáo sử dụng.
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(Nguồn: Nguyễn Quảng Trường và cs, 2020)

Hình 08 (a): Bẫy hộp Sherman dùng trong điều tra thú gặm nhấm
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(Nguồn: Phạm Nhật và cs, 2003)

A. Bẫy sập vuông, B. Bẫy Lồng, C. Bẫy kẹp bằng cây, D. Bẫy sập bán nguyệt

Hình 08 (b): Một số loại bẫy thú nhỏ
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(Nguồn: Nguyễn Quảng Trường và cs, 2020)

G. Bẫy lồng, H - I. Bẫy Cốc, K. Bẫy chuột chũi

Hình 08 (c): Một số loại bẫy thú nhỏ

Căn cứ vào đối tượng điều tra, điều kiện địa hình, nguồn nhân lực và dạng sinh cảnh để lựa chọn loại bẫy phù hợp. Bẫy sẽ được đặt ở nhiều vị trí khác nhau như: trên cây, dưới mặt đất, dưới lòng đất, dọc theo dây leo, cành cây, dọc các cây đổ, ven suối, các hang, hốc,… để thu thập các loài thú gặm nhấm và thú ăn sâu bọ. Khi thiết lập một tuyến bẫy, mỗi bẫy được gắn một dải dây đánh dấu có số hiệu hoặc đánh số trực tiếp trên bẫy để thuận lợi cho việc giám sát bẫy. Bẫy cũng dễ bị bỏ quên hoặc thất lạc ngay cả khi được đánh dấu, do vậy các dây đánh dấu số thứ tự cần gắn ở vị trí dễ quan sát (ví dụ: tầm ngang ngực so với mặt đất). 

Theo Phạm Nhật và cs (2003), mồi sử dụng trong bẫy rất quan trọng. Phần lớn các loài thú nhỏ là các loài ăn tạp hoặc ăn hạt. Với các loài chuột có thể dùng các loại hạt, củ (ngô, sắn, khoai) có tẩm dầu, mỡ, hoặc thịt nướng để hấp dẫn chúng. Các loài chuột chù, đồi, cầy,… có thể dùng thịt hoặc giun cắt nhỏ. Đôi khi cần thiết có thể đặt các bẫy gần nhau, với các loại mồi khác nhau để tận dụng tối đa cơ hội thành công. Có thể sử dụng mồi hỗn hợp tự chế gồm: bơ, lạc, bột mỳ, nho khô và thịt xông khói theo một tỷ lệ 6 : 2 : 2 : 1 hoặc từ các nguồn thực phẩm địa phương như gạo, lạc, khoai mì (sắn), bắp, một số trái cây như chuối, dứa, táo hay các mồi tự chế của người dân địa phương,... làm tăng hiệu quả thu mẫu (Nguyễn Quảng Trường và cs, 2020). Mồi sẽ được thay thế hoặc bổ sung thường xuyên theo ngày hoặc theo tập tính hoạt động của thú (Lunde & Nguyen, 2001).

2.6.1. Bẫy hộp Sherman, bẫy lồng Tomahawk hoặc bẫy lồng địa phương

Các loại bẫy này được sử dụng để thu thập thông tin về các loài gặm nhấm (chủ yếu là các loài chuột, sóc) và thú ăn sâu bọ (chuột chù, chuột chù nước, chuột voi đồi), chúng bị thu hút vào bẫy bởi các loại mồi khác nhau.

Bẫy hộp Sherman được làm bằng hợp kim nhôm, nhẹ với nhiều kích thước: cỡ rất lớn (9 x 9 x 36,5 cm), cỡ lớn (7,5 x 7,5 x 29,5 cm), cỡ trung bình (6,5 x 6,5 x 22 cm) và cỡ nhỏ (5 x 5 x 15cm). Bẫy lồng Tomahawk cỡ lớn (kích thước: 12 x 12 x 40 cm) được làm bằng hợp kim nhôm, với nan nhôm thưa được đan vuông xung quanh. Cả hai loại bẫy hộp Sherman và bẫy lồng Tomahawk đều có thể gấp lại được, thuận lợi cho việc vận chuyển trên thực địa. Bẫy lồng địa phương có kích thước tuỳ thuộc vào mỗi vùng, thường cỡ trung bình (15 x 15 x 25cm).

Các loại bẫy lồng này được sử dụng tương tự nhau với các bước thực hiện theo như sau (Nguyễn Quảng Trường và cs, 2020):

- Bước 1: Xác định vị trí thu mẫu bằng GPS, sau đó chia các tuyến nghiên cứu dựa trên kế hoạch điều tra.

- Bước 2: Đo một tuyến khoảng 100-500 m.

- Bước 3: Dùng dây đánh dấu khoảng cách 10 m/bẫy.

- Bước 4: Dùng phối hợp các loại bẫy đã cho mồi đặt vào những điểm được đánh dấu dọc theo tuyến đã lập hoặc những vị trí thích hợp cho việc thu thập đối tượng nghiên cứu.

- Bước 5: Bẫy sẽ đặt từ 2 - 5 giờ hoặc có thể đặt qua đêm rồi mới tiến hành kiểm tra tuyến bẫy.

- Bước 6: Mồi sẽ được thay mới hàng ngày. Thay mồi được tiến hành với việc kiểm tra bẫy vào sáng sớm, thường sau 7:00 giờ hoặc sau khoảng 16:00-17:00 giờ vì trước đó vẫn là khoảng thời gian hoạt động tìm kiếm thức ăn của các loài gặm nhấm và thú ăn sâu bọ.

- Bước 7: Mẫu thu thập được cần ghi lại thông tin chi tiết và được giữ trong túi vải.

2.6.2. Bẫy cốc

Bẫy cốc có kích thước đường kính và chiều cao khác nhau: 7 x 20 cm; 10 x 20 cm; 10 x 25 cm (hình 08c). Tuỳ thuộc vào địa hình và đối tượng thu thập mẫu mà bẫy sẽ được lựa chọn để sử dụng. Tuy nhiên, bẫy cốc thích hợp thu thập mẫu các loài thú gặm nhấm có kích cỡ nhỏ như giống Chuột nhắt Mus, các loài chuột chù giống: Crocidura, Brarinella, Chodsigoa, Episoriculus.

Trình tự sử dụng Bẫy cốc qua các bước như sau (Nguyễn Quảng Trường và cs, 2020):

- Bước 1: Xác định vị trí thu mẫu bằng GPS, từ đó chia ra các tuyến nghiên cứu dựa trên kế hoạch điều tra.

- Bước 2: Dựng các hàng rào bằng nilon, cao 0,5 m và dài 50-100 m, tuỳ thuộc vào địa hình đặt bẫy.

- Bước 3: Đào các lỗ dọc theo hàng rào đã dựng với khoảng cách tối thiểu là 5 m.

- Bước 4: Đặt cốc vào các hố đã đào, đổ nước ngập khoảng một phần ba cốc để làm giảm lực nhảy của con thú, do đó con thú không thoát khỏi bẫy. Cần làm mái che cho bẫy trong điều kiện thời tiết mưa, bẫy không bị ngập nước.

- Bước 5: Bẫy hố được đặt qua đêm và kiểm tra lại vào sáng hôm sau.

- Bước 6: Kiểm tra bẫy và bổ sung thêm (nếu cần) hoặc loại bớt nước (nếu thời tiết mưa bẫy cốc sẽ đầy nước).

- Bước 7: Khi kiểm tra phát hiện mẫu thú trong bẫy, cần phải thu mẫu ngay sau đó ghi lại thông tin chi tiết mẫu thu được.

2.6.3. Bẫy chuột chũi (Sikes et al., 2011)

Bẫy được thiết kế gồm ống nhựa có đường kính 5-7 cm, dài 10-12 cm, có đòn bẩy, lò xo kết hợp với dây thắt quanh ống nhựa (hình 08c). Dây và đòn bẩy bằng nhôm nối với lẫy gài. Bẫy đặt dọc theo đường di chuyển của chuột chũi. Khi con vật chui vào bẫy qua phần dây thắt, chúng sẽ đạp vào lẫy gài làm đòn bẩy bậy ra kết hợp với lò xo và dây thắt sẽ thít chặt vào giữa thân chuột chũi. Bẫy đặt theo cặp đối xứng cách mặt đất khoảng 2-3 cm dọc lối mòn của chuột chũi. Do chuột chũi hoạt động liên tục nên có thể thu được mẫu của loài ở các thời gian khác nhau cả ban ngày hoặc ban đêm. 

Bẫy chuột chũi được thực hiện qua các bước như sau (Nguyễn Quảng Trường và cs, 2020):

- Bước 1: Xác định vị trí thu mẫu bằng GPS và chia ra các tuyến nghiên cứu dựa trên kế hoạch điều tra.

- Bước 2: Tìm kiếm khu vực có nhiều dấu vết chuột chũi là những vết đùn đất dài theo lối, dễ quan sát thấy là vết đùn đất cắt ngang qua các lối mòn trong rừng hoặc các vết đùn dọc theo vách đá, cây đổ,…

- Bước 3: Đặt cố định bẫy chuột chũi vào đúng đường đi dưới lòng đất, nơi chuột chũi hay qua lại, thường 1 ví trí đặt một cặp bẫy đối xứng nhau để có xác suất thu mẫu cao do hướng di chuyển của chuột chũi là khó xác định từ hai phía. Chú ý không làm che mất đường đi của chuột.

- Bước 4: Dùng dây màu đánh dấu để nhận biết các vị trí điểm bẫy theo thứ tự đã được thiết lập.

- Bước 5: Bẫy để qua đêm và kiểm tra lại vào sáng hôm sau hoặc có thể kiểm tra liên tục 1-2 giờ/lần nếu điểm bẫy gần điểm cắm trại. Với thời gian thu mẫu ngắn như vậy có thể thu thập được ngay mẫu sống của loài phục vụ cho việc nghiên cứu sinh thái chuột chũi.

- Bước 6: Kiểm tra bẫy, nếu phát hiện ra mẫu, cần phải gỡ mẫu ngay ra khỏi bẫy và thu thập các thông tin cần thiết về mẫu vật.

2.6.4. Lưới mờ và bẫy thụ cầm (Kunz and Kurta, 1988; Jones et al., 1996; Francis, 2008; Kruskop, 2013)

Lưới mờ và bẫy thụ cầm là dụng cụ chuyên dụng để điều tra các loài dơi theo phương pháp bắt thả hoặc thu mẫu.

Lưới mờ có nhiều kích cỡ khác nhau: 2,5 x 3 m; 2,5 x 6 m; 2,5 x 9 m; 2,5 x 12 m; 2,5 x 18 m; hoặc 2,5 x 24m. Lưới có kích thước 2,5 x 6 m và 2,5 x 9 m thường được sử dụng do thao tác nhanh và thích hợp trong việc tìm kiếm vị trí đặt lưới. Cấu tạo của lưới gồm các sợi trục (5 sợi trục) với hai đầu sợi trục có vòng dây tròn để dùng cho việc cố định lưới vào cọc đỡ (hình 09). Mắt lưới thường có kích thước 15 x15mm, 20 x 20 mm hoặc 30 x 30 mm.
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(Nguồn: Jones et al., 1996; Kruskop, 2013; trích theo Nguyễn Quảng Trường và cs, 2020)

Hình 09: Cấu tạo của lưới mờ phục vụ điều tra dơi

Bẫy thụ cầm (hình 10) được thiết kế với các kích thước khác nhau (1,5 x 1,5 m hoặc 1,6 x 1,8 m) với vật liệu là hợp kim nhôm cứng và nhẹ (khối lượng khoảng 8 kg) để thuận lợi cho việc vận chuyển và đặt bẫy theo địa hình và sinh cảnh. Cấu tạo của bẫy gồm: khung đỡ, 4 tấm cước, 4 chân đỡ và 1 máng hứng dơi. Mỗi tấm cước gồm 2 trục đỡ được liên kết với nhau bằng các sợi cước chạy dọc từ trên xuống và các sợi cước dài 1,5 m hoặc 1,8m cũng chính là chiều dài của bẫy được đan song song với nhau cùng với khoảng giữa cách các sợi cước là 20-25 mm.
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(Nguồn: Jones et al., 1996; Kruskop, 2013; trích theo Nguyễn Quảng Trường và cs, 2020)

Hình 10: Cấu tạo của bẫy thụ cầm phục vụ điều tra dơi

Bẫy thụ cầm được sử dụng để thu thập mẫu dơi thuộc các giống Hipposideros, Rhinolophus, Myotis, Kerivoula, Murina. Bẫy thụ cầm cũng được đặt ngang các đường mòn trước cửa rừng hay qua các suối nhỏ hoặc cửa hang (hình 12). Bẫy thường được đặt qua đêm để thu các loài có tập tính hoạt động khác nhau. Bẫy và lưới được sử dụng độc lập hoặc đôi khi kết hợp để tăng hiệu quả thu thập mẫu.

Vị trí đặt và cách thực hiện bẫy lưới mờ và bẫy thụ cầm như sau (Nguyễn Quảng Trường và cs, 2020): Lưới mờ sẽ được đặt ở lối vào cửa hang hay ngang những lối mòn trong rừng hoặc ngang qua suối, bên cạnh các vách đá ở những khu vực rậm rạp hay treo lên các vị trí cao của cây,… là những nơi dơi thường qua lại kiếm ăn (hình 12). Lưới mờ sẽ được mở ra từ 18:00 đến 23:00 và từ 5:00 đến 6:30 sáng ngày hôm sau. 
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(Nguồn: Jones et al., 1996; trích theo Nguyễn Quảng Trường và cs, 2020) 

Hình 11: Mô phỏng cách đặt lưới mờ thu thập mẫu dơi

Quá trình thực hiện bẫy lưới mờ và bẫy thụ cầm qua các bước như sau:

- Bước 1: Xác định vị trí thu mẫu bằng GPS, từ đó chia ra các tuyến nghiên cứu dựa trên kế hoạch điều tra.

- Bước 2: Lưới mờ và bẫy thụ cầm thường được đặt tại các lối mòn, ngang suối trong rừng hoặc đặt tại các cửa hang hay quanh bờ ao nhỏ.

- Bước 3: Lưới mờ và bẫy thụ cầm thường được mở ra từ 17:30 đến 18:00 giờ trước khi trời tối.

- Bước 4: Kiểm tra lưới 20 phút/lần từ 18 giờ 30 đến 23:00 giờ.

- Bước 5: Lưới mờ được đóng lại khoảng 23:00 giờ. Tuy nhiên, tuỳ thuộc vào tần xuất hoạt động của dơi mà lưới có thể để qua đêm và thu lại vào 6:00 giờ sáng hôm sau. Bẫy thụ cầm thường được mở qua đêm và thu lại sau 6:00 giờ sáng hôm sau.

- Bước 6: Khi phát hiện mẫu trong bẫy hoặc lưới, cần đưa mẫu ra khỏi bẫy và thu thập các thông tin cần thiết về mẫu. Mẫu sẽ được bảo quản trong túi vải để phục vụ các mục đích nghiên cứu khác nhau, hoặc chụp ảnh sau đó tái thả ngay khi đã được xác định chính xác tên khoa học của loài. 

Lưu ý: Vị trí đặt bẫy và tất cả các mẫu vật thu được tại các vị trí đặt bẫy đều phải ghi chép đầu đủ thông tin: ngày đặt bẫy, người điều tra, loại bẫy, sinh cảnh, khu vực điều tra, địa điểm thu mẫu, thời gian, loài dự kiến, tuổi, đực/cái, đánh dấu, sinh cảnh ...vào mẫu biểu thiết kế sẵn (Phần mẫu biểu).
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(Nguồn: Jones et al., 1996; trích theo Nguyễn Quảng Trường và cs, 2020)

Hình 12: Mô phỏng cách đặt bẫy thụ cầm thu thập mẫu dơi

2.4. Các phương pháp tính số lượng thú

2.4.1. Tính mức độ phong phú

Thú là những đối tượng linh động, di chuyển nhanh nên việc xác định mật độ và kích thước thường gặp nhiều khó khăn. Ở nước ta, trong những năm trước đây, các nhà động vật học thường chỉ ước tính mật độ tương đối dựa trên số lượng mẫu vật sưu tập được, tần suất (%) quan sát được, hoặc dựa vào lượng săn bắn. Phương pháp này chỉ cho được kết quả là chỉ số phong phú tương đối của thú trong vùng nghiên cứu (tần số gặp so với tổng số lần quan sát). 

Mức độ phong phú tính theo Howes & Bakewell (1989): Căn cứ vào tỉ lệ phần trăm số lượng cá thể của mỗi loài trên tổng số lượng cá thể (của tất cả các loài bắt gặp) trong sinh cảnh quan tâm (P %) để xác định cấp số lượng của loài: 

· P ≥ 10% Rất nhiều hoặc ++++ (chiếm ưu thế); 

· 1% ≤ P < 10%: Nhiều hoặc +++; 

· 0,1% ≤ P < 1%: Trung bình hoặc ++; 

· P < 0,1%: Ít hoặc +.

2.4.2. Tính tần suất bắt gặp

Tần suất bắt gặp của loài trên 1km tuyến điều tra được xác định là: tổng số lượng cá thể bắt gặp chia cho tổng chiều dài các tuyến điều tra; “nếu tuyến được điều tra bao nhiêu lần thì chiều dài tuyến được nhân lên bấy nhiêu lần” (Vũ Tiến Thịnh, 2020).

Ngoài ra, tần suất bắt gặp có thể được tính theo điểm. Tần suất bắt gặp theo điểm của một loài động vật hoang dã là tỉ số giữa số điểm mà ở đó có ghi nhận được loài chia cho tổng điểm được điều tra.

2.4.3. Phương pháp đếm toàn bộ thú trong khu vực điều tra

Phương pháp này có thể áp dụng để tính số lượng cho tất cả các loài thú
sống trên mặt đất, trên cây. Tuy nhiên, phương pháp này cần nhân lực lớn và ở những khu có diện tích nhỏ, độc lập hoặc ngăn cách rõ với các khu vực lân cận, đi lại dễ dàng; không phù hợp với khu vực núi đá vôi, địa hình hiểm trở.

Cách tiến hành phương pháp này thay đổi tuỳ thuộc điều kiện thực tế. Nhóm điều tra gồm nhiều người có thể dàn hàng ngang theo tuyến thẳng vừa đi vừa đếm số lượng con vật bắt gặp theo một quy ước nhất định, chẳng hạn như: các thành viên chỉ được đếm các con vật gặp trước mặt và bên phải tuyến đi của mình hoặc đếm con vật chạy qua một mốc nào đó.

Khuyến cáo: Phương pháp này có thể áp dụng để xác định số lượng các loài Nai, Hoẵng, Bò rừng, Bò tót, Lợn rừng ở các vùng rừng khộp ở Tây nguyên và Đông Nam bộ. 

2.4.4. Phương pháp xác định số lượng theo tiếng kêu

Đây là một phần xử lý số liệu của phương pháp điều tra theo điểm đã trình bày trong mục 2.3.3 của bản hướng dẫn này. Phương pháp đều tra tiếng kêu áp dụng cho các loài thú có tiếng kêu đặc trưng (các loài vượn, hoẵng hoặc thú trong mùa sinh sản). Trong phần này, chủ yếu tập trung giới thiệu phương pháp cho nhóm vượn.

Dữ liệu điều tra tại các cụm điểm nghe từ phương pháp điều tra điểm được nhập vào máy tính để tính toán theo các bước như sau:

- Bước 1: Nhập các cụm điểm nghe (cụm điểm điều tra)

Từ các tọa độ các điểm nghe được xác định bằng GPS, sử dụng phần mềm MN DNR – Garmin để tải tọa độ từ máy GPS sang máy tính bằng menu: Waypoint/ dowload. 

Sau khi máy tải tất cả các thông tin từ GPS, ta lưu các điểm nghe dưới dạng định dạng của Arcmap bằng menu: File/save as/file...lựa chọn định dạng arcviewshapfile [*. Shp].

Sử dụng phần mềm Mapinfo 11.5 chuyển dữ liệu từ dạng [*. Shp] sang dữ liệu của Mapinfo [*. TAB] bằng lệnh trình: Tools/ Universal Translator.

- Bước 2: Xác định vị trí các đàn vượn trên bản đồ

Từ kết quả điều tra của các điểm nghe, kẻ các đường thẳng với khoảng cách và góc phương vị trên phần mềm Mapinfo 15 bằng công cụ Map CAD: 

+ Đưa công cụ Map CAD ra bằng menu: Tools/ Tools manager/ MapCAD/ Ok.

+ Trong thanh công cụ Map CAD sử dụng công cụ Creat line/ polyline để vẽ các đường thẳng với khoảng cách và góc phương vị của từng đàn vượn điều tra được của từng điểm nghe.

+ Tạo cơ sở dữ liệu cho từng đường thẳng để làm căn cứ xác định các đàn vượn. Sử dụng menu: Table/ maintennace/ table structure và tạo các trường dữ liệu: số thứ tự, đàn số, thời gian bắt đầu hót, thời gian các lần hót tiếp theo, khoảng cách, duet or solo, âmlượng, v.v.v.

+ Nhập cơ sở dữ liệu vào từng trường dữ liệu bằng menu: Window/ New browser window rồi nhập dữ liệu cho từng trường dữ liệu.

- Bước 3: Phân tích kết quả

Việc xác định số đàn vượn trong đợt điều tra căn cứ chủ yếu vào 4 yếu tố như sau: 

+ Thời gian nghe đàn vượn hót tại các điểm nghe trong cùng một ngày.

+ Sinh cảnh ghi nhận đàn vượn (Vượn ít sống ở sinh cảnh đất trống, rừng lá kim, rừng tre nứa, khu dân cư và mặt nước).

+ Địa hình tại khu vực nghe.

+ Khoảng cách, âm lượng và tần suất kêu của đàn vượn. 

Đối với các đàn có thể nghe được tại 02 vị trí, vị trí của đàn sẽ được xác định qua phương pháp giao hội. Với các đàn chỉ nghe được tại 01 điểm nghe, vị trí của đàn được xác định thông qua góc phương vị và khoảng cách ước lượng từ điểm nghe tới đàn. Các đàn vượn được nghe thấy trong 03 ngày tại cùng một địa điểm được coi là 01 đàn. Vị trí của các đàn vượn sẽ được đánh dấu trên bản đồ (mô phỏng như hình 13).
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Nguồn: Vũ Tiến Thịnh, 2020

Hình 13: Mô phỏng cách thức xác định số đàn Vượn má vàng tại VQG Cát Tiên

Ngoài ra, việc phân biệt các đàn vượn còn được thực hiện qua việc so sánh thời điểm hót của từng đàn. Theo Brokeman (1993), nếu tiếng hót phát hiện được nằm cách nhau trên 500m thì cũng coi là đàn riêng biệt vì vượn có tập tính sống theo lãnh thổ, diện tích vùng sống vào khoảng 30ha.

Thực tế, số liệu điều tra không phản ánh chính xác được kích thước quần thể trong khu vực điều tra do nhiều yếu tố khách quan như thời gian, nhân lực và ảnh hưởng thời tiết, khả năng phát hiện con vật...nên cần phải có phương pháp ước tính nhằm đánh giá chính xác hơn về kích thước quần thể loài. Phương pháp này được áp dụng chủ yếu cho các loài vượn thông qua điều tra tiếng kêu tại các điểm nghe có tính đến hệ số hiệu chỉnh. 

Số liệu thu thập tại các điểm nghe sẽ được xử lý theo phương pháp của Vũ Tiến Thịnh và Rawson (2011). Xác suất hót trong từng ngày của 01 đàn vượn sẽ được ước lượng và sau đó được sử dụng để tính hệ số hiệu chỉnh cho 03 ngày điều tra. Các bước thực hiện như sau:

+ Bước 1: Đánh số thứ tự các đàn vượn phát hiện được bằng số nguyên (1, 2, 3….) vào cột “Group #” (nếu một ngày đàn vượn nào đó hót nhiều hơn 01 lần trong ngày thì cũng chỉ coi là 01 lần phát hiện). 

+ Bước 2: Với mỗi đàn vượn, nếu đàn vượn đó được phát hiện ở ngày thứ i, điền “1” vào ô tương ứng với số hiệu của đàn Vượn và ngày phát hiện, các ô khác để trống. 

+ Bước 3: Sau khi hoàn thành các bước trên, p1 sẽ được ước lượng (Hình 14).
[image: image32.emf]Nguồn: Vũ Tiến Thịnh 

Hình 14: Ví dụ minh họa nhập số đàn điều tra và tính toán xác suất hót và hiệu số hiệu chỉnh

Công thức tính xác suất hót và hệ số hiệu chỉnh đã được lập sẵn trong bảng tính, cụ thể như sau: 
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Trong đó: 

p1: xác suất hót

n: số lượng đàn phát hiện được trung nếu chỉ điều tra mỗi điểm nghe trong vòng một ngày. 

N1: số lượng đàn phát hiện trong cả 3 ngày tại tất cả các điểm nghe

P: hệ số hiệu chỉnh

k: số ngày khảo sát
(Nguồn: Vũ Tiến Thịnh và Rawson, 2011)

Hệ số hiệu chỉnh là xác suất mà đàn vượn hót ít nhất ở 01 ngày trong 03 ngày điều tra tại điểm nghe; Hay đó là xác suất phát hiện ra đàn vượn trong 03 ngày điều tra tại điểm nghe.
Sau khi tính được hệ số hiệu chỉnh, tiến hành ước tính số đàn thực tế hiện có trong khu vực điều tra: 

+ Số đàn vượn hiện có trong khu vực điều tra có thể nghe thấy:

[image: image34.png]PR ——— e

B

paste
4 Format Painter

Clipboard 5

Times NewRom - 14~ A" A7 | Aa~

B I U-abex X WA & - I 1 w1 i otaan 12 122, | Change

References  Mailings  Review  View

A # Find -

2 Replace

7| styles~ | b setect~
Font

Trong d6:
N2: s dan vuon hién c6 trong khu vue didu tra
m: sb dan ghi nhan trong dot diéu tra
P: hé s6 hiéu chinh

+ U'éc tinh s8 lrong ca thé vuon thue c6 trong khu vue nghe thiy (S1):

% syies x| _eating
d9-0 =

L] e o S B R K R A O KA S EA R XA M TRY A | &
Il Hé s6 hiéu chinh 1a xac suat ma dan vuon hot it nhat 6 01 ngay trong 03

| ngay diéu tra tai diém nghe. Hay d6 1a xac suét phat hién ra dan vuon trong 03

A ngay diéu tra tai diém nghe.

| Sau khi tinh dwoc hé sb hidu chinh, tién hanh wéc tinh s dan thyc té hién

E 6 trong khu vye diéu tra:

o + $6 dan viron hién c6 trong khu vuc didu tra c6 thé nghe thiy

A m

- N2=o =





Trong đó: 

N2: số đàn vượn hiện có trong khu vực điều tra

m: số đàn ghi nhận trong đợt điều tra

P: hệ số hiệu chỉnh
+ Ước tính số lượng cá thể vượn thực có trong khu vực nghe thấy (S1): 

S1 =  N2 * 3,5

Nhiều tác giả sử dụng kích thước đàn vượn trung bình là 3,5 cá thể như: Brokeman 1993, Hoang Minh Duc et al., 2010, Luu Tuong Bach and Rawson, 2011; Ha Thanh Long et al., 2011).

+ Xác định diện tích có sinh cảnh thích hợp của vượn trong vùng nghe thấy từ các điểm nghe:

Sinh cảnh thích hợp gồm: rừng lá rộng thường xanh, rừng hỗn giao cây lá rộng và cây lá kim và rừng hỗn giao cây gỗ và tre nứa (IUCNRedlist). Tại mỗi điểm nghe, diện tích được tính theo công thức: 

a = π * R2

Trong đó: 
π = 3,14 

          R: khoảng cách nghe lớn nhất. 

Thông thường, trong điều tra vượn khoảng cách nghe lớn nhất thường được sử dụng là 1,5km (Brokeman, 1993; Hoang Minh Duc et al., 2010, Luu Tuong Bach and Rawson, 2011; Ha Thanh Long et al., 2011). Trên cơ sở diện tích vùng điều tra có thể nghe thấy vượn, sử dụng phần mềm mapinfo 10.5 xác định diện tích các sinh cảnh phù hợp. Các sinh cảnh không phù hợp với vượn được loại bỏ.
+ Mật độ đàn vượn trong khu vực nghe thấy từ các điểm nghe:

M[image: image37.png]N2/A1




Trong đó: 

M: mật độ đàn vượn trong khu vực điều tra

A1: diện tích sinh cảnh thích hợp cho vượn trong khu vực điều tra

N2: số đàn vượn thực tế trong khu vực điều tra.

+ Mật độ cá thể vượn trong khu vực nghe thấy từ các điểm nghe (Mc1):

Mc1 = S1/A1

+ Ước tính số đàn vượn của cả KBT:

N=M∗[image: image39.png]



Trong đó: 
N: số đàn vượn ước tính cả KBT

M: mật độ đàn vượn trong khu vực điều tra

A: diện tích các sinh cảnh thích hợp cho vượn sinh sống trong cả KBT

2.4.5. Tính mật độ và kích thước quần thể với số liệu điều tra trên tuyến có bề ngang cố định

Ở các vùng có diện tích lớn, số đàn nhiều, nhân lực cũng như thời gian điều tra bị hạn chế thì xác định số lượng thú bằng phương pháp đếm đàn được tiến hành theo tuyến quan sát ngẫu nhiên (và đếm đàn ngẫu nhiên). Trên các tuyến đã chọn, đếm số đàn (n) và số cá thể của mỗi đàn (Xi) ở những đàn có thể. Xác định số cá thể trung bình trong một đàn (Xtb). 

- Mật độ loài được tính theo phương pháp trung bình cộng của các đàn
trên diện tích quan sát và tổng diện tích sinh cảnh:

n.Xtb
             
                    D  =               (trích theo Phạm Nhật và cs, 2003)          

ST

Trong đó: 

D – Mật độ trung bình (cá thể/km2)       

n – Số đàn đếm được.

Xtb - Số cá thể trung bình của một đàn

ST - Diện tích tuyến quan sát

- Kích thước quần thể loài:                   

                                                N  =  P . Ssc  (trích theo Phạm Nhật và cs, 2003)

Trong đó: N – Kích thước quần thể loài; Ssc: Diện tích sinh cảnh của loài.

Một số loài như Voi, Bò tót, Bò rừng, Lợn rừng… có thể đếm đàn qua
dấu nằm nghỉ của chúng trên các bãi cỏ hoặc trong các vùng bùn trong các
ngày nóng bức.

Để hạn chế sự trùng lặp về số lượng quan sát (phân biệt đàn), người
điều tra cần chú ý đến các chỉ số cấu trúc đàn như: số lượng cá thể, số cá thể đực, cá thể cái, con nhỏ, vị trí quan sát, thời điểm gặp. 

2.4.6. Tính mật độ và kích thước quần thể từ số liệu điều tra trên  tuyến với bề ngang không cố định

Đây là phương pháp được Brockelman và Rauf (1987), Mash và Wilson (1981) và một số tác giả khác đã đưa ra để tính số lượng khỉ, voọc trong rừng nhiệt đới Đông Nam Á. 

Người điều tra phải xác định chính xác khoảng cách từ vị trí quan sát tới con vật và góc lệch với tuyến điều tra. Các thông tin này giúp người điều tra xác định được chiều rộng của tuyến điều tra và cuối cùng là tính chính xác mật độ động vật tại vùng điều tra. Mô hình phương pháp được phác họa trên hình 15. 
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Nguồn: Phạm Nhật và cs, 2003

Hình 15: Sơ đồ phương pháp điều tra tuyến

Trong đó: r -  Khoảng cách từ người điều tra đến con vật; an- Góc tạo nên giữa hướng quan sát với hướng tuyến điều tra; X- Khoảng cách vuông góc từ con vật đến tuyến điều tra.

Theo Phạm Nhật và cs (2003), cách tính mật độ quần thể loài như sau:

- Tính khoảng cách (m) vuông góc mỗi lần quan sát: 

X1 = r1 .  Sin a1
- Tính khoảng cách vuông góc trung bình các lần quan sát:  

 X  = (X1 + X2 + ....Xn)



- Tính diện tích tuyến quan sát:    

ST  =  2 X . L  (L là chiều dài tuyến)



- Mật độ quần thể (D:  cá thể/km2 hoặc ha):   







B       (B : Tổng số con vật đếm được trên tuyến)

                              D  = 

     St     (St: Diện tích tuyến qui đổi ra km2 hoặc ha)

Số liệu điều tra động vật trên tuyến được ghi chép theo mẫu biểu thiết kế sẵn (Phần mẫu biểu).
2.4.7. Phương pháp đánh dấu thả bắt lại

Phương pháp này có thể áp dụng cho nhiều loài động vật rừng có khả
năng bắt lại một cách dễ dàng. Trong thực tế, có thể áp dụng phương pháp này để điều tra các loài thú nhỏ như gặm nhấm, thỏ…. 

Gọi các quần thể được đánh dấu thả ra là M, số cá thể bắt lại lần sau là n trong đó có m cá thể có dấu. Kích thước quần thể được tính theo công thức:

[image: image41.png]’J :‘p Times NewRom ~ 14~ A" &” | Aa- | 5 | AaBbC AGBbC AGBDC AaBHC AaBHC. AaBbC AsBbC | A
Faste Jm;mmm [B]7 u-aex x WA = === - L . 111 111, 1111, 2 122 g;::g;

Cipboara Font . Paragrapn 3 sotes
H9-0 =
o o= e B B B T B S B SN SR B 3, V. 5
| tinh s& hrong quén thé déng vat nhu sau:

Goi cac quin thé duoc dénh du tha ra 13 M, sb c4 thé bit lai 1An sau lan
trong d6 ¢6 m con ¢6 déu. S& lwong quén thé dwoc tinh theo cong thirc:
I Mn
N=—+ (Petersen, 1896)
W m
H Trong d6: N - s6 luong qud‘n thé: M- s6 luong cd thé danh déu tha ra; m - s6 cd =
i thé déanh bdt lai sau khi thd ra; n - s6 cd thé c6 ddu trong s6 bt lai.
Vi du: Panh du 50 con Thé rimg va tha tr& lai va quin thé tw nhién, sau

i mdt thoi gian (c6 thé 1 - 2 thang) danh bit lai dwoc 100 con, trong d6 ¢b 20 con
W ¢6 déu. S6 lvong Thé rimg trong khu vue d6 1a: -
K N =(50.100)/20 = 250 con 5

T ©

Page 49 o181 | Words: 24307

Engisn U5) |





Trong đó: N – Kích thước quần thể; M - số lượng cá thể đánh dấu thả ra; n - số cá thể đánh bắt lại sau khi thả ra (lần sau); m - số cá thể có dấu trong số bắt lại.

Ví dụ: Đánh dấu 50 cá thể Thỏ rừng và thả trở lại và quần thể tự nhiên, sau một thời gian (có thể 1 - 2 tháng) đánh bắt lại được 100 cá thể, trong đó có 20 cá thể có dấu. Số lượng Thỏ rừng trong khu vực đó là:

N = (50.100)/20 = 250 cá thể

Với các quần thể có nhiều cá thể không đồng nhất về xác suất bắt và quá trình bẫy bắt được chia làm nhiều lần, có thể sử dụng phần mềm MARK và tham khảo Vũ Tiến Thịnh (2020).

2.4.8. Phương pháp tính số lượng theo dấu chân

Phương pháp điều tra thú qua dấu vết đã được đề cập trong mục 3.2.4 của bản hướng dẫn này. Phần này chỉ giới thiệu phương pháp tính kích thước quần thể thú theo dấu chân ghi nhận.

Phương pháp tính số lượng thú theo dấu chân có thể áp dụng cho các
loài thú nhóm Móng guốc (Nai, Hoẵng, Bò rừng, Trâu rừng, Bò tót, Lợn
rừng…) các loài thú ăn thịt lớn (Hổ, Báo hoa mai, Gấu ngựa, Gấu chó…), bộ
Guốc lẻ, Voi và một số loài khác. Khó khăn lớn nhất đối với phương pháp tính số lượng qua dấu chân là nhận diện chính xác dấu chân của loài, phân biệt chân trước, chân sau, chân phải hay chân trái.

Theo Phạm Nhật và cs (2003), phương pháp tính số lượng thú theo dấu chân như sau: Dựa trên các thông tin và số liệu săn bắn của thợ săn, dựa vào bản đồ địa hình và hiện trạng rừng để xác định các vùng tương ứng với các mức nhiều, trung bình, ít. Trên các vùng, đặt các ô tiêu chuẩn điển hình, với diện tích 1 – 2 km2. Vị trí ô tốt nhất là bao kín một hệ suối nhỏ.

Trước khi điều tra phải tiến hành xóa bỏ các dấu chân cũ, sau một ngày đêm tiến hành đo đếm dấu chân mà con vật để lại. Việc đo đếm dấu chân đòi hỏi
càng chính xác càng tốt. Các thông tin cần ghi chép là hình dạng, kích thước,
số ngón, cách bố trí các ngón của chúng (hình 16).
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1, 2. Dấu chân thú ăn thịt; 3, 4, 5. Dấu chân thú có guốc
Nguồn: Phạm Nhật và cs, 2003

Hình 17: Cách đo dấu chân và các kích thước cần thiết

Theo Phạm Nhật và cs (2003), thực tế cho thấy ở thú Móng guốc, cá thể đực thường dấu chân to và tròn, dấu chân cá thể cái nhọn và hẹp. Để ước tính số lượng, người điều tra cần đo đếm lặp lại 3 – 4 lần. Các tài liệu tham khảo về dấu chân và khoá đinh loại dấu chân các loài động vật cần được nghiên cứu cẩn thận trước và trong khi tiến hành trên điều tra thực địa. Một số tài liệu về dấu chân có
thể tham khảo: The Mammal Tracks of Thailand (O Kanjanavanit, 1990); Sổ
ta ngoại nghiệp nhận diện thú khu vực Phong Nha Kẻ Bàng (Phạm Nhật và Nguyễn Xuân Đặng, 2000).

Giả thiết rằng một con vật tương đương với một kích thước và hình dạng dấu chân thì số loại kích thước và hình dạng dấu chân chính là số lượng con vật. Mật độ loài được xác định trên cơ sở tổng số loại dấu chân, diện tích
ô mẫu và diện tích sinh cảnh sống của chúng.

Độ tin cậy của kết quả phụ thuộc vào kinh nghiệm của cán bộ điều tra,
vào tính đại diện và kích thước của ô mẫu.

2.4.9. Phương pháp tính số lượng dựa trên lượng phân thải

Phương pháp điều tra thú qua dấu vết đã được đề cập trong mục 3.2.4 của bản hướng dẫn này. Phần này chỉ giới thiệu phương pháp tính kích thước quần thể thú dựa trên lượng phân thải ghi nhận được.

Giả thiết của phương pháp này dựa trên tổng lượng phân thải ra trong
một diện tích có mối liên hệ với số lượng cá thể của một loài thú sống trên đó. 

Đối tượng áp dụng của phương pháp là các loài thú Móng guốc, thú Ăn thịt, Voi khi đã biết được vùng kiếm ăn, nơi ngủ, nơi thường gặp phân con vật thải ra, xác định đúng phân của loài, số lượng bãi phân chúng thải ra trong một ngày đêm.

Theo Phạm Nhật và cs (2003), phương pháp tính số lượng cá thể loài dựa trên lượng phân thải ra như sau: Chọn một số vùng ngẫu nhiên có diện tích là (a km2) trong một vùng đồng nhất có diện tích là (A km2). Trong khu vực này 
đánh dấu hoặc loại bỏ tất cả các bãi phân cũ. Sau một số ngày xác định (t) trong khu vực ghi nhận tất cả các bãi phân mới (p). Căn cứ vào tốc độ thải phân
trung bình mỗi ngày (d) của loài nghiên cứu có thể xác định được mật độ của
loài nghiên cứu theo công thức: 
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Phương pháp tính số lượng dựa vào phân kết hợp với phương pháp dấu chân có thể cho kết quả đáng tin cậy. 

2.4.10. Phương pháp Khoảng cách

Phương pháp Khoảng cách hiện được nhiều nhà khoa học sử dụng trong việc ước tính mật độ và kích thước quần thể động vật. Theo Vũ Tiến Thịnh (2020), phương pháp Khoảng cách được xử lý với phầm mềm DISTANCE (Thomas et al., 2010) với cách tính cụ thể như sau:

- Ước lượng xác suất phát hiện

Để có thể ước lượng được mật độ quần thể từ số liệu điều tra thô, ta cần ước lượng xác suất phát hiện và dùng chỉ số đó để hiệu chỉnh mật độ thực tế. Xác suất phát hiện được ước lượng dựa trên phân bố tần suất của các quan sát thực hiện tại các khoảng cách khác nhau tới tuyến điều tra hoặc người quan sát. Để có thể xây dựng được phân bố thực nghiệm này, khi điều tra số liệu về khoảng cách từ tuyến điều tra hoặc điểm quan sát đến vật thể cần phải được ghi chép. Số liệu thu thập được được xử lý với phầm mềm DISTANCE (Thomas et al., 2010). 

Để tính được xác suất phát hiện, trước tiên chúng ta phải xác định được hàm xác suất phát hiện. Hình 17 minh họa số liệu thu thập được trong một cuộc điều tra. Trong phạm vi 10m từ tuyến điều tra, có 80 vật thể được phát hiện. Chúng ta giả thiết xác suất phát hiện trên tuyến điều tra là g(0) = 1. Vậy nếu giả thiết này đúng thì tất cả các cá thể trên tuyến và ngay gần tuyến điều tra đã được phát hiện. Số lượng cá thể phát hiện được giảm dần khi khoảng cách từ tuyến tới cá thể tăng lên và không có cá thể nào được phát hiện ở khoảng cách quá 120m. 
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Hình 17: Phân bố tần suất và xác suất phát hiện của vật thể phát hiện được theo khoảng cách (Vũ Tiến Thịnh, 2020)

Từ biểu đồ trên, một số hàm số sẽ được sử dụng để mô phỏng xác suất phát hiện. Trong phương pháp Khoảng cách, có 4 hàm cơ sở thường được sử dụng để mô phỏng sự biến động của xác suất phát hiện theo khoảng cách (Buckland et al., 2001, 2004):

Hàm Uniform: 


	g(y) = 1/w
	(1)


Hàm Half-normal (Hàm nửa chuẩn):
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Hàm Negative exponential (Hàm mũ ngược): 
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Hàm Hazard-rate:
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	(4)


Trong đó g(y) là xác suất phát hiện vật thể nếu vật thể đó nằm ở vị trí cách tuyến điều tra với khoảng cách là y (đơn vị độ dài), w, (, (, b là các tham số cần ước lượng của phương trình. Ngoài 4 hàm số trên, 3 chuỗi mở rộng có thể được sử dụng để thay đổi hình dạng của hàm xác suất phát hiện, từ đó giúp mô phỏng tốt hơn sự biến động của xác suất phát hiện theo khoảng cách. Ba chuỗi mở rộng đó là (Buckland et al., 2002): 


-  Chuỗi Cosince;


- Chuỗi Simple polynomials;


- Chuỗi Hermite polynomials.

Trong phân tích số liệu, có thể kết hợp giữa các hàm cơ sở và chuỗi mở rộng để có thể mô phỏng tốt hơn mối quan hệ giữa xác suất phát hiện và khoảng cách. 

	g(y) = Hàm cơ sở (y) + Chuỗi mở rộng (y)                     
	(5)
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Hình 18: Hình dạng cơ bản của hàm Uniform được sử dụng trong phương pháp Khoảng cách (Vũ Tiến Thịnh, 2020)
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Hình 19: Hình dạng cơ bản của hàm Half-normal được sử dụng trong phương pháp Khoảng cách (Vũ Tiến Thịnh, 2020)
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Hình 20: Hình dạng cơ bản của hàm Negative exponential được sử dụng trong phương pháp Khoảng cách (Vũ Tiến Thịnh, 2020)
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Hình 21: Hình dạng cơ bản của hàm Hazard-rate được sử dụng trong phương pháp Khoảng cách (Vũ Tiến Thịnh, 2020)

Trong một số trường hợp chỉ riêng các hàm cơ sở đã có thể mô phỏng tốt xác suất phát hiện, đặc biệt trong trường hợp mẫu nhỏ không cho phép sử dụng các hàm phức tạp. Khi thêm các chuỗi mở rộng thì số lượng tham số cần ước lượng sẽ tăng lên, số lượng tham số cần ước lượng tăng lên khiến phương sai của ước lượng tăng theo.

Buckland et al., (2002) đã gợi ý sử dụng một số mô hình phối hợp giữa các hàm cơ sở và các chuỗi mở rộng để mô phỏng mối quan hệ giữa xác suất phát hiện và khoảng cách (bảng 02).

Bảng 02: Một số dạng kết hợp của hàm số cơ bản và chuỗi mở rộng được kiểm chứng là thích hợp trong mô phỏng sự biến động xác suất phát hiện theo khoảng cách
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(Nguồn: Buckland et al., 2002)
Các mô hình trên đã được kiểm chứng là có thể thích hợp trong rất nhiều trường hợp sử dụng phương pháp khoảng cách. Những người phân tích số liệu có ít kinh nghiệm nên chọn tất cả các mô hình trong bảng trên và các hàm cơ sở rồi để cho chương trình DISTANCE chọn lựa ra mô hình phù hợp nhất.

Hàm số tốt nhất được dùng để ước lượng xác suất phát hiện sẽ được lựa chọn dựa trên tiêu chuẩn thông tin Aikaike (Aikaike’s Information Criterion), viết tắt là AIC (Anderson, 2007). Hàm số có giá trị AIC thấp nhất sẽ được chọn. Trong trường hợp mẫu nhỏ, chỉ số AICc thường được dùng để chọn lựa hàm số thay vì AIC. Ngoài ra, phần mềm DISTANCE còn cung cấp giá trị χ2 để kiểm tra sự phù hợp của hàm số với phân bố tần xuất thực nghiệm. 

- Ước lượng mật độ và kích thước quần thể

Các công thức trong phần này được tham khảo từ tài liệu của Buckland et al., (2002). Mật độ vật thể sẽ được tính theo công thức:
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Trong đó:

n: Tổng số vật thể bắt gặp trong quá trình điều tra;

Pa: Xác suất phát hiện ≤ 1;

a: Diện tích được điều tra (diện tích lấy mẫu). Với phương pháp điều tra theo tuyến, a = 2.L.w trong đó w là độ rộng của tuyến, L là tổng chiều dài các tuyến. Với phương pháp điều tra theo điểm, a = k.π.R2 trong đó R là bán kính điều tra, k là số lượng điểm điều tra.

Do xác suất phát hiện luôn nhỏ hơn hoặc bằng 1,0 nên mật độ thực tế ước lượng được sử dụng phương pháp khoảng cách sẽ luôn lớn hơn hoặc bằng so với mật độ ước lượng được trong phương pháp truyền thống.

Phương sai của ước lượng mật độ được tính theo công thức (Buckland et al., 2002):
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	(7)


Phương sai của ước lượng mật độ thể hiện sự biến động về số lượng cá thể phát hiện được giữa các tuyến/điểm, sự biến động về kích thước đàn và phương sai trong ước lượng xác suất phát hiện (E(s) là kích thước đàn).

Tổng số lượng cá thể hay kích thước quần thể trong khu vực quan tâm sẽ được ước tính bằng cách nhân mật độ với diện tích của khu vực, ví dụ: Diện tích của một Vườn quốc gia hoặc một Khu bảo tồn thiên nhiên.
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Phương sai của ước lượng kích thước quần thể được tính theo công thức:
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2.5. Phân tích mẫu vật

2.5.1. Xử lý và bảo quản mẫu thú thu được

Hiện nay có rất nhiều phương pháp xử lý và bảo quản mẫu vật tùy theo mục đích sử dụng. Các loại mẫu vật được xử lý, bảo quản ngoài mục đích chính là lưu giữ phục vụ nghiên cứu khoa học, một số loại còn để trưng bày và trang hoàng. Việc lưu giữ mẫu tốt sẽ đảm bảo cho việc khai thác, sử dụng mẫu lâu dài.

Thông thường có 2 dạng mẫu vật: mẫu đã được định loại và mẫu chưa được định loại (mới thu thập hoặc chưa có chuyên gia định loại). Mẫu đã được định loại có thể sắp xếp vào các khu lưu trữ. Mẫu chưa được định loại nên để ở khu vực riêng để tạo điều kiện cho các chuyên gia có thể tiếp cận và phân tích dễ dàng.

Thu thập, xử lý và bảo quản mẫu vật cực kỳ quan trọng đối với công tác nghiên cứu. Có rất nhiều tài liệu giới thiệu về phương pháp xử lý và bảo
quản mẫu vật.

Các đợt điều tra nghiên cứu thực địa nhất thiết phải chuẩn bị đầy đủ các
vật dùng hoá chất cơ bản để xử lý mẫu vật thu được.

- Hóa chất: Cồn tuyệt đối; Formaldehide; phèn chua; Muối ăn.

- Dụng cụ và vật liệu: Bơm và kim tiêm; Bộ đồ mở mổ tiểu gia súc; Bông xấu; Giấy bản; Thẩu và hộp nhựa (các cỡ) có nắp kín; túi nilon (các cỡ).

Bảng 03: Nguyên liệu và dung dịch bảo quản

	Loại nguyên liệu
	Kỹ thuật

	Thú nhỏ 
	Mẫu ngâm: Cồn tuyệt đối (bỏ nội quan và thức ăn
chứa trong dạ dày)

	Toàn bộ con thú 
	Làm mẫu nằm khô: Formaldehiade 10% tiêm đủ vào cơ thể

	Da: Giữ da để nhồi mẫu phục vụ nghiên cứu, học tập lâu dài
	1. Nạo sạch thịt, bạc nhạc và mỡ còn bám vào da.
2. Xát kỹ muối (2 phần) và phèn chua (1 phần) vào mặt trong da

3. Ủ 7 - 10 ngày sau đó đem phơi thoáng cho khô.

	Da nghiên cứu 
	Xát kỹ Trioxyt arsenat - boax.

	Dạ dày hoặc thức ăn và
dạ dày
	-Dạ dày nhỏ: Ngâm trong Foormaldehide 5%.
-Dạ dày lớn: Ngâm trong Foormaldehide 10% (Bọc trong vải màn)

	Phân thú 
	Phơi hoặc sấy khô ngay

	Cơ quan sinh sản 
	Ngâm trong dung dịch 10% Foormaldehide


Bảng 04: Một số dung dịch phổ thông ngâm mẫu

	Dung dịch
	Thành phần
	Tỉ lệ
	Mục đích sử dụng

	AFA
	-Ethyl alcohol (95%)
-Foormaldehide (36%)
-Axit axetics (tinh thể)
-Nước lạnh
	50 phần
10 phần
2 phần
40 phần
	Ngâm cố định và bảo quản mẫu vật thú nhỏ, da

	
Assenoxyt
borax
	Trioxyt asenic (AS2O3)
Tetraborat natri (Na2B4O2)
	1 phần
1 phần
	Ngâm cố định và bảo quản da động vật (chủ yếu là thú)

	Xà phòng
Asen
	-Xà phòng giặt trắng
-Trioxyt asenic (AS2O3)
-Potasium bicarbonat
(KHCO3)
-Long não tinh thể hoặc bột
-Cồn êtilen
	906 gr
906 gr
170 gr
142 gr
227 mml
	Ngâm xương và bảo quản da và xương

	Dung dịch
Bourin
	-Pieric axid (dung dịch bão
hoà).
-Foormaldehide
-Axit acetic (dung dịch bão hòa)
	750 mml
250mml
50mml
	Định hình mẫu vật,
ngâm các loại mô động vật
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Nguồn: Phạm Nhật và cs (2003)

Hình 22: Các bước và thao tác làm mẫu thú lớn
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Nguồn: Phạm Nhật và cs (2003)

Hình 23: Các bước và thao tác làm mẫu thú nhỏ

· Mẫu phục vụ nghiên cứu sinh học phân tử
Mẫu phục vụ nghiên cứu sinh học phân tử thường là mẫu dùng cho giám
định ADN (DNA). Các mẫu này chủ yếu là dạng mẫu cơ, mẫu gan, mẫu máu,
xương hoặc mẫu nước bọt. Trước khi lấy mẫu ADN thì các dụng cụ lấy mẫu
(panh, kéo, dao mổ) phải được rửa sạch bằng cồn và hơ qua lửa. Động tác này
nhằm tránh lẫn lộn giữa các mẫu vật khác nhau. Tuyệt đối cách l formalin đối
với mẫu và dụng cụ lấy mẫu. Dụng cụ lấy mẫu ADN cũng cần được xếp riêng.
Mẫu ADN sau khi lấy từ mẫu vật sẽ được cho vào ống tuýp nhỏ (0,5-2 ml) có
chứa cồn tuyệt đối (95-99%) hoặc đã pha loãng 70%. Mẫu nước bọt có thể thấm
vào bông rồi lưu giữ trong tuýp nhựa kín, tuy nhiên, mẫu dạng này khó có thể
lưu giữ trong thời gian dài. 

Mẫu ADN cũng được ghi đúng theo ký hiệu của mẫu vật hoặc đánh số tương ứng với số mẫu vật. Các thông tin về mẫu ADN (tên loài, địa điểm thu thập, thời gian thu thập, người thu thập, số hiệu mẫu vật tương ứng) cũng cần được lưu giữ đầy đủ trong sổ sách hoặc máy tính.

Trên thực địa, mẫu ADN có thể giữ ở nhiệt độ thường trong một thời gian
ngắn nhưng chú ý để chỗ râm mát. Các tuýp mẫu ADN thường được sắp xếp
trong các hộp nhựa theo từng địa điểm và thời gian thu thập. Việc tiến hành
phân tích ADN hiếm khi được tiến hành ngay sau khi thu thập mẫu. Do vậy việc
lưu giữ mẫu ADN trong vòng nhiều năm là cần thiết để phục vụ công tác nghiên
cứu lâu dài. Trong phòng thí nghiệm, mẫu ADN phải được giữ ở nhiệt độ
khoảng -15oC đến -50oC, nếu không có tủ lạnh chuyên dụng thì có thể giữ trong
ngăn đá tủ lạnh. 

· Thông tin về mẫu vật

Thông tin về mẫu trên thực địa được ghi chép như sau: ghi toàn bộ thông tin có liên quan đến mẫu trên thực địa như: số hiệu mẫu, tên định loại tạm thời của loài, nơi thu mẫu, thời gian thu mẫu, trạng thái mẫu lúc thu, đặc điểm về mẫu, thời tiết (nhiệt độ, độ ẩm), độ cao, sinh cảnh sống, các việc đã làm trên mẫu (chụp ảnh, số hiệu mẫu ADN), người thu mẫu,... Sổ sách thực địa do cán bộ chuyên môn lưu giữ và phô tô (coppy) lại để bảo tàng lưu giữ một bản khi nhập số liệu vào máy tính. Đối với các mẫu cho, tặng hoặc trao đổi cũng cần thu thập đầy đủ các thông tin như trên. Các thông tin kèm theo mẫu vật như ảnh, băng video, băng ghi âm, giấy phép cũng cần được lưu trữ riêng để khi cần thiết có thể kiểm tra và sử dụng.

· Vận chuyển mẫu

Mẫu sau khi xử lý và bảo quản được bọc, gói, đưa vào các thùng đựng
mẫu chuyên dụng và vận chuyển về phòng thí nghiệm phân tích. Quá trình vận
chuyển mẫu vật cũng cần chú ý tránh hư hỏng hoặc làm biến dạng. Mẫu di
chuyển xa nên được bọc trong vải màn thấm cồn, để trong các lớp túi nilon
hàn/buộc kín và đặt trong hộp cứng, chèn bằng vật liệu xốp và mềm, có nắp kín
tránh dung dịch ngâm mẫu bốc hơi. Trong và ngoài bao bì vận chuyển cần có
các ghi chú kèm theo về bảo quản mẫu. 

· Bảo quản mẫu vật khô

Các mẫu thú khô được bảo quản như sau: Mẫu xương, mẫu sọ, da, của một số loài thú thường được bảo quản ở dạng mẫu khô. Các mẫu khô này phải được xử lý như mẫu da đã qua thuộc, mẫu xương đã qua tẩy trắng và tẩm hóa chất chống mốc, mối mọt. Mẫu da thường được làm khô hoặc nhồi dạng tiêu bản. Các mẫu khô nên để riêng ở phòng với nhiệt độ và độ ẩm thích hợp (khoảng 20-25oC, độ ẩm đảm bảo dưới 50%), trong điều kiện ở Việt Nam thì trong phòng cần có máy hút ẩm. Cần kiểm tra định kỳ tình trạng mẫu để có biện pháp xử lý kịp thì khi thấy có dấu hiệu mẫu bị thay đổi (mốc, biến dạng).

2.5.2. Phân tích định loại

a. Nhận diện nhanh thú bằng tài liệu tra cứu

Để định loại các mẫu vật cần phân tích các đặc điểm hình thái của mẫu
vật thu được rồi so sánh với mô tả của các loài theo các tài liệu đã công bố. Định
loại mẫu vật hoặc kiểm tra việc định loại qua hình ảnh thu thập được có thể cần
sự trợ giúp của các chuyên gia nghiên cứu về các lĩnh vực khác nhau. Tuy nhiên,
cán bộ Kiểm lâm hoặc cán bộ kỹ thuật của một số VQG hoặc KBT cũng có thể định loại một số loài thú quen thuộc thông qua tham khảo tài liệu, đặc biệt là các bài báo hoặc sách chuyên khảo. Các tài liệu nhận dạng hiện nay có nhiều và in bằng nhiều thứ tiếng khác nhau, một số tài liệu nhận dạng nhanh như:

+ Francis, C. M. (2001). A Photographic Guide to Mammals of South-East Asia: Including Thailand, Malaysia, Singapore, Myanmar, Laos, Vietnam, Cambodia, Java, Sumatra, Bali and Borneo. Ralph Curtis Publishing. Bangkok.

+ Francis, C. M. (2008). A Guide to the Mammals of Southeast Asia. Princeton University Press. USA.

+ Nadler, T., & Nguyễn Xuân Đặng (2008). Các loài động vật được bảo vệ ở Việt Nam. HAKI Publishing. Hà Nội.

+ Traffic Southeast Asia, Cục Kiểm lâm (2000). Nhận dạng động vật hoang dã bị buôn bán. Nhà xuất bản Nông nghiệp, Hà Nội: 54-93.

+ Phạm Nhật, Nguyễn Xuân Đặng và  Gert Polet (2001). Sổ tay ngoại nghiệp nhận diện các loài thú của VQG Cát Tiên.

b. Cách đo các chỉ tiêu hình thái của thú

Hiện nay, tiêu chuẩn hình thái là một trong những tiêu chuẩn quan trọng để xác định loài. Tiêu chuẩn này có nhiều ưu điểm trong việc xác định nhanh loài và dễ thực hiện. Một số chỉ tiêu hình thái  được sử dụng trong phân loại thú như bảng 05 (Nguyễn Quảng Trường và cs, 2020).

Bảng 05: Chỉ số đo hình thái cơ thể và hình thái sọ của thú

	Ký hiệu
	Đặc điểm
	Mô tả

	Số đo hình thái ngoài (hình 25)

	HB
	Chiều dài cơ thể 
	Từ mút mõm (hay mút mũi) dọc theo sống lưng
đến đốt cuối cùng của cột sống (hay lỗ hậu môn).

	TL
	Chiều dài đuôi 
	Từ phần dưới sát hậu môn đến mút đốt sống đuôi
cuối cùng (không kể túm lông đuôi).

	HF
	Chiều dài bàn chân sau 
	Từ gót đến mút ngón chân dài nhất (trừ móng
vuốt).

	E
	Chiều cao tai 
	Từ khe trước giữa vành tai đến chỏm vành tai
(không kể lông tai).

	FA
	Chiều dài cẳng tay (với các loài dơi)
	Từ điểm đầu của ngón thứ nhất đến điểm mút
của khuỷu tay.

	G
	Chu vi lồng ngực 
	Đo vòng quanh cơ thể ngay sát nách (sau vai)
con vật (thường đo trên mẫu đã gây mê hay mẫu
chết).

	SH
	Chiều cao vai 
	Từ đỉnh giữa hai xương vai đến bàn chân kể cả
guốc (Thú móng guốc).

	HL
	Chiều dài sừng hoặc ngà 
	Đo theo đường cong ngoài sừng đã khô hoặc ngà
voi khi đã lấy ra khỏi sọ. Nếu chưa lấy ra thì đo
theo đường cong ngoài từ phần mọc ra đến mút
ngà.

	Số đo hộp sọ (Hình 26)

	STOTL
	Chiều dài tối đa hộp sọ 
	Đo từ mút xương mũi đến tận cùng của lỗ chẩm.

	CCL
	Chiều dài nền sọ 
	Khoảng cách lớn nhất từ mặt phía trước răng
nanh đến vùng dưới lỗ chẩm.

	PWC1C1
	Độ rộng phía trước
xương khẩu cái
	Khoảng cách nhỏ nhất từ mặt trong của hai răng
nanh hàm trên, vị trí tiếp giáp với răng trước
hàm.

	PWM3M3
	Độ rộng phía sau xương khẩu cái
	Khoảng cách nhỏ nhất giữa đường viền bên
trong của răng trước hàm cuối cùng.

	C1C1W
	Độ rộng xương khẩu cáim (độ rộng trước hàm)
	Khoảng cách lớn nhất mặt phía ngoài của răng
nanh hàm trên.

	M3M3W
	Độ rộng sau xương khẩu cái (độ rộng sau hàm)
	Khoảng cách lớn nhất mặt phía ngoài của răng
hàm cuối cùng hàm trên.

	ZW
	Độ rộng cung gò má 
	Đo hai bên rộng nhất của xương cung gò má.

	MAW
	Độ rộng lớn nhất của hộp sọ
	Khoảng cách lớn nhất giữa bờ xương phía ngoài
của hai bên lỗ tai.

	IOW
	Độ rộng lớn nhất trước ổ mắt
	Khoảng cách lớn nhất phần trước ổ mắt.

	BCW
	Rộng hộp sọ 
	Khoảng cách lớn nhất của hai bên hộp sọ, phía
trên lỗ tai sau cung gò má.

	BCH
	Cao hộp sọ 
	Điểm cao nhất của sọ vuông góc xuống phần đầu
của bầu nhĩ.

	RW
	Độ rộng của hàm trên 
	Khoảng cách lỗ mở nhỏ ở xương hàm trên, hay
lỗ dưới phía trước ổ mắt.

	RL
	Độ dài của hàm trên 
	Khoảng cách từ lỗ mở nhỏ ở xương hàm trên với
phần trước của răng cửa thứ nhất.

	PBL
	Chiều dài xương khẩu cái 
	Khoảng cách lớn nhất từ phía trước đến tận cùng
phía sau xương khẩu cái.

	
BasW
	Độ rộng lớn nhất của ốc
tai
	Khoảng cách của hai bên ốc tai.

	CM3L
	Độ dài tối đa của dãy
răng hàm trên
	Khoảng cách từ mặt ngoài của răng nanh đến
mặt ngoài răng hàm cuối cùng.

	P4M3L
	Chiều dài dãy răng trước hàm và răng hàm
	Khoảng cách từ phía sau răng trước hàm cuối
cùng đến phía sau của răng hàm cuối cùng.

	M1M3L
	Độ dài dãy răng hàm 
	Khoảng cách của mặt ngoài răng hàm đầu tiếp
giáp răng trước hàm cuối cùng đến mựt ngoài
răng hàm cuối cùng.

	CW
	Độ rộng gốc răng nanh
hàm trên
	Kích thước lớn nhất về chiều rộng của gốc răng
nanh.

	CL
	Độ dài gốc răng nanh
hàm trên
	Kích thước lớn nhất về chiều dài gốc răng nanh.

	P4W
	Độ rộng răng trước hàm
trên sau cùng
	Kích thước lớn nhất của rộng gốc răng trước
hàm sau cùng.

	P4L
	Độ dài răng trước hàm
trên sau cùng
	Kích thước lớn nhất của dài gốc răng trước hàm
sau cùng.

	M1L
	Độ dài răng hàm trên số
1
	Kích thước lớn nhất của dài gốc răng hàm đầu
tiên.

	M2L
	Độ dài răng hàm số 2 
	Kích thước lớn nhất của dài gốc răng hàm đầu
tiên.

	M1taW
	Độ rộng răng hàm trên số 2
	Kích thước lớn nhất của rộng gốc răng hàm số 1.

	M2taW
	Độ rộng răng nanh hàm
trên số 2
	Kích thước lớn nhất của rộng gốc răng hàm số 2.

	CP4L
	Khoảng cách răng nanh
và răng trước hàm cuối
cùng
	Khoảng cách mặt ngoài răng nanh đến phía sau
của răng trước hàm cuối cùng.

	Số đo hàm dưới (Hình 27)

	ML
	Dài hàm dưới 
	Phần trước của răng cửa đến phần sau cùng của
mỏm lồi cầu xương hàm dưới.

	cm3L
	Dài dãy răng của hàm
dưới
	Khoảng cách mặt ngoài của răng nanh đến mặt
sau của răng hàm cuối cùng.

	p4m3L
	Dài dãy răng trước hàm
và răng hàm dưới
	Khoảng cách từ phía trước của răng trước hàm
sau cùng đến phía sau của răng hàm sau cùng.

	m1m3L
	Dài dãy răng hàm dưới 
	Khoảng cách mặt ngoài răng hàm đầu tiên đến
mặt sau của răng hàm cuối cùng.

	cp4L
	Dài răng nanh và răng
trước hàm dưới
	Khoảng cách mặt ngoài của răng nanh đến mặt
sáu của răng trước hàm sau cùng.

	CPH
	Chiều cao của xương gốc hàm
	Khoảng cách từ đỉnh cao nhất hay mỏm lồi cầu
(phần tiếp giáp của xương gốc hàm với phần
cuối cung gò má hay hố hàm) đến vùng lõm 


Nguồn: Nguyễn Quảng Trường và cs, 2020

Các đặc điểm khác: Trọng lượng cơ thể (W) được cân trực tiếp con vật và tính bằng ki-lô-gam (đối với thú kích cỡ lớn) hoặc bằng gam (đối với thú kích cỡ nhỏ). Nếu không cân trực tiếp được thì có thể tính bằng công thức sau:

W = 11.C2. L / 40 π
Trong đó: W: trọng lượng con vật (gram cho các loài thú có kích cỡ nhỏ hoặc kilô-gram cho những loài thú có kích cỡ lớn), C: chu vi lồng ngực (mét, áp dụng cho các loài có kích cỡ lớn), L: chiều dài thân (mét, áp dụng cho các loài có kích cỡ lớn).

hoặc:                            W = 80. C3

Trong đó: W: trọng lượng con vật (gam, áp dụng cho các loài thú có kích cỡ nhỏ hoặc ki-lô-gam áp dụng cho những loài thú có kích cỡ lớn); C: chu vi lồng ngực (mét, áp dụng cho các loài thú kích cỡ lớn).
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(Nguồn: Francis, 2008; trích theo Nguyễn Quảng Trường và cs, 2020)
Hình 25: Cách đo các bộ phận cơ thể thú
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(Nguồn: Nguyen et al., 2015; trích theo Nguyễn Quảng Trường và cs, 2020)
Hình 26: Các số đo sọ dơi
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trén co thé va cach do so thi linh truong doc bidu dién trén hinh..

Hinh 7. Cach do cac b phan va so thu linh truong

L-dai than, T-dai dudi, HF-dai ban chan sau, A-dai tai, LON-dai so, SW-rong so,
B-dai khau con cai, Z-rong g6 ma, CAO-eo sau & mét, CIO eo gian & mit
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L-dài thân, T-dài đuôi, HF-dài bàn chân sau, A-dài tai, LON-dài sọ, SW-rộng sọ,
B-dài khẩu con cái, Z-rộng gò má, CAO-eo sau ổ mắt, CIO eo gian ổ mắt
Hình 27: Cách đo các bộ phận và sọ thú linh trưởng
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PHỤ LỤC 16.2
PHƯƠNG PHÁP ĐIỀU TRA ĐA DẠNG SINH HỌC CHIM

1. Công tác chuẩn bị

1.1. Chuẩn bị trang thiết bị, dụng cụ, vật tư 
Đối với các địa điểm điều tra dễ tiếp cận cần mang các thiết bị có chất lượng cao. Tuy nhiên, đối với các khu vực xa khu dân cư và có thể điều tra thực địa trong thời gian dài nên lựa chọn các vật dụng nhỏ gọn nhất mà vẫn có thể đáp ứng được yêu cầu. Các vật tư, thiết bị, đồ dùng thiết yếu cho chương trình điều tra được chia thành các nhóm sau: 

 Máy móc, thiết bị: ống nhòm, máy ảnh, máy quay phim, bẫy ảnh, máy ghi âm, máy đo khoảng cách, GPS (máy định vị vệ tinh), đèn pin, địa bàn, máy đo cao, nhiệt kế, ẩm kế, máy xác định độ che phủ, đồng hồ, pin các loại, ..v.v. Trong điều tra chim, máy ảnh có khả năng chụp xa (máy liền hoặc gắn lend, tele) là thiết bị rất quan trọng để chụp lại hình ảnh chim vừa để tra cứu, định loại vừa có minh chứng cho sự tồn tại của chúng trong khu vực điều tra. Ống nhòm là thiết bị cần thiết giúp người điều tra có thể quan sát được chim từ khoảng cách xa. Máy định vị vệ tinh (GPS) là thiết bị cần thiết cho tất cả các cuộc điều tra giúp lưu lại các tuyến điều tra thực địa, xác định vị trí điểm bắt gặp con vật,..v.v. Tùy thuộc vào mục đích và yêu cầu của các chương trình điều tra chim mà có thể chuẩn bị các thiết bị cần thiết khác. Hình ảnh và thông tin về các thiết bị có thể tham khảo trong phần hướng dẫn điều tra thú.

- Dụng cụ: bản đồ, thước đo các loại, kẹp tài liệu, lưới mờ, dây buộc, túi đựng mẫu, sổ ghi chép, bút chì, bút mực, bút ghi nhớ, túi đựng tài liệu, túi đựng thiết bị, bảng biểu,..v.v.

- Hóa chất, dụng cụ xử lý và bảo quản mẫu: khẩu trang, găng tay, cồn 90 độ, formalin 5-9%, muối, phèn chua, hộp đựng mẫu, dao kéo giải phẫu, bông băng, giấy thấm, etyket, nhãn mẫu.

- Tài liệu tra cứu và nhận dạng: 
- Nguyễn Cử, Lê Trọng Trãi, Karen Phillipps (2000), Chim Việt Nam. Nhà xuất bản Lao Động – Xã Hội, Hà Nội.
- Ramussen P. C. & Anderton J. (2005), The Birds of South Asia. The Ripley guide. Smithsonian Institution and Lynx Edition.
- Robson Craig (2000, 2005, 2009), A field guide to the Birds of Thailand
and South-East Asia. Bankok, Asia Books; New Holland; and New Holland.
Fully updated. 

- Lê Mạnh Hùng, Bùi Đức Tiến, Tăng A Pẩu, Trần Anh Tuấn, Nguyễn Mạnh Hiệp, Lê Khắc Quyết (2020), “Các loài chim Việt Nam”. Nhà xuất bản Nhã Nam.

- Nguyễn Lân Hùng Sơn và Nguyễn Thanh Vân (2011), Danh Lục Chim Việt Nam”. Nhà xuất bản Nông Nghiệp, Hà Nội.        

- Võ Quý (1975), Chim Việt Nam, hình thái và phân loại, tập I. Nhà xuất bản Khoa học và Kỹ thuật, Hà Nội.

- Võ Quý (1981), Chim Việt Nam, hình thái và phân loại, Tập II. Nhà xuất bản Khoa học và Kỹ thuật, Hà Nội. 

- Võ Quý và Nguyễn Cử (1995), Danh lục chim Việt Nam. Nhà xuất bản Nông Nghiệp, Hà Nội.

- Võ Quý và Nguyễn Cử (1999), Danh mục Chim Việt Nam. Nhà xuất bản Nông Nghiệp, Hà Nội.
- Một số vật tư cần thiết cho sinh hoạt của đoàn điều tra: 

+ Đồ cắm trại, đóng lán: bạt, võng, tăng võng, túi ngủ, lều ngủ, dây buộc, dao phát, dây cao su, túi ni lông, áo mưa.

+ Lương thực, thực phẩm: xoong nồi, lương thực và thực phẩm cần thiết..v.v.

+  Sức khỏe, y tế: trong quá trình điều tra thực địa có thể gặp các rủi ro do rắn cắn, côn trùng đốt/cắn, các loài thực vật gây dị ứng, viêm nhiễm (sơn, lá han, lá ráy,...), trầy xước do va đập/ngã, ngộ độc thực phẩm, dịch tả, thương hàn, cảm cúm..v.v. Khi thành viên bị ốm hoặc không đảm bảo sức khỏe có thể làm gián đoạn kế hoạch điều tra thực địa và hiệu quả công việc và thậm chí còn có thể nguy hiểm đến tính mạng nếu không kịp thời chữa trị. Vì vậy, đối với mỗi hiểm họa cần trang bị các loại thuốc chuyên dụng và các dụng cụ sơ cứu cần thiết.

· Một số lưu ý trong việc bảo quản thiết bị:

Trang thiết bị thường đắt tiền và khó thay thế ngay trên thực địa nên cần phải được bảo quản cẩn thận. Phạm Nhật và cs (2003), Nguyễn Quảng Trường và cs (2020) đưa ra một số lời khuyên khi khi sử dụng thiết bị như sau:

- Bảo dưỡng máy móc, các thiệt bị phụ trợ theo đúng quy trình.

- Máy ảnh, máy quay phim, máy ghi âm, ống nhòm, máy định vị,…cần được bảo quản nơi khô ráo (dùng các hạt hút ẩm để trong hộp nhựa kín).

- Không gấp lều hay túi ngủ ở trạng thái ướt vì sẽ bị mục nát rất nhanh.

- Tránh thất lạc, bỏ quên hoặc để mất.

- Nơi tốt nhất cho trang thiết bị là sử dụng trên hiện trường một cách hợp lý chứ không phải lưu giữ trong kho.

- Không đưa bất cứ một thứ gì ra khỏi rừng trừ khi đó là những thứ thuộc về nguyên liệu nghiên cứu hay vật dụng của cá nhân.

Lưu ý: Trước khi đóng gói chuẩn bị đi thực địa cần kiểm tra sử dụng hoạt động của máy móc, thiết bị, dụng cụ, hóa chất. Sau khi kết thúc điều tra cần kiểm tra toàn bộ vật tư, tài liệu, bảng biểu và lau chùi sạch sẽ, tháo pin khỏi các thiết bị.

1.2. Thiết kế các tuyến, điểm điều tra

1.2.1. Thiết kế tuyến điều tra

Các tuyến điều tra phải được thiết lập phân bố khắp các khu vực điều tra và đi qua càng nhiều sinh cảnh càng tốt. Theo Phạm Nhật và cs (2003), có thể lựa chọn các tuyến là các đường mòn nhỏ được thợ săn hoặc những người thường xuyên đi rừng trước đây sử dụng. 

Tuyến điều tra thường được thiết lập dựa vào bản đồ địa hình của khu vực, thời tiết, chất lượng sinh cảnh và kết quả khảo sát sơ bộ. Thông thường, tuyến điều tra được thiết kế theo tuyến  ở các khu vực dễ tiếp cận. Trong điều kiện địa hình hiểm trở, đi lại khó khăn thì phương pháp điều tra theo tuyến khó áp dụng, do vậy có thể lựa chọn phương pháp điều tra theo điểm, bẫy ảnh, sử dụng máy ghi âm. Việc thiết kế tuyến được căn cứ vào địa hình, cụ thể như sau (Nguyễn Quảng Trường và cs, 2020):

- Khu bảo tồn trên đất liền: Khảo sát dọc theo đường mòn trong rừng, dọc theo sườn hay đỉnh núi, các tuyến đi qua nhiều dạng sinh cảnh khác nhau.

- Khu bảo tồn là vùng đất ngập nước ngọt (đầm lầy): Khảo sát theo tuyến trong vùng khô ráo: đi bộ; vùng ngập nước: đi bằng thuyền.

- Khu bảo tồn là vùng đất ngập nước mặn: Khảo sát theo tuyến trong vùng khô ráo: đi bộ; vùng rừng ngập mặn hay các bãi lầy ven biển: dùng thuyền.

Số lượng các tuyến, điểm điều tra phụ thuộc vào nguồn kinh phí, nhân lực, thời gian thực hiện và yêu cầu của công việc. Với khu vực có diện tích lớn, cần bố trí các tuyến điều tra cách xa nhau nhằm phủ đều toàn bộ khu vực quan tâm. Trong điều tra chim, độ dài các tuyến điều tra phụ thuộc vào đặc điểm địa hình và nhóm loài điều tra. Thông thường, độ dài của các tuyến điều tra dao động từ 2 – 3 km. Đối với các khu vực thuận lợi, chiều dài tuyến có thể 5-6 km hoặc thậm chí lớn hơn. Các tuyến điều tra không quy định cụ thể về độ rộng của tuyến để đảm bảo rằng mọi con vật không bị bỏ sót trong quá trình khảo sát. 
1.2.2. Thiết kế điểm điều tra

Phương pháp điều tra điểm là một trong các phương pháp được sự dụng phổ biến để điều tra khảo sát các loài chim hiện nay. Phương pháp điều tra điểm thường được kết hợp với phương pháp điều tra tuyến. Các điểm điều tra được bố trí ngẫu nhiên hoặc tại các điểm nghi ngờ có sự xuất hiện chim. Các điểm điều tra có bán kính không cố định và phụ thuộc vào khả năng của người quan sát. 

1.2.3. Một số lưu ý khi thiết kế tuyến, điểm điều tra

Ở khu vực bìa rừng hoặc các lối mòn có khoảng trống, chim thường tập trung số lượng lớn và số loài phong phú. Ngược lại, nhiều loài chim bụi và đặc trưng cho rừng thường xanh lại chỉ gặp với số lượng ít trong sinh cảnh rừng nguyên sinh. 

Đối với chim biển, để có kết quả điều tra phù hợp cần phải xác định rõ khu
vực kiếm ăn, làm tổ, cư trú để tiến hành thành lập các trạm, địa điểm và khu vực
khảo sát. Phương pháp nghiên cứu thực địa đối với chim di cư, định cư, ven bờ
và ngoài khơi, hải đảo cơ bản giống nhau. Riêng đối với các loài chim di cư cần
có thông tin cụ thể thời gian di cư đến và thời gian rời khỏi nước ta.
Dựa vào sự phân bố, khu vực kiếm ăn và khu vực làm tổ ở các hệ sinh
thái khác nhau có thể chia chim biển ở nước ta thành hai nhóm:

- Nhóm chuyên sống kiếm ăn ở các cửa sông, ven biển, vùng nước lợ,
thậm chí một số loài chuyên kiếm ăn ở cả các hồ nước ngọt lớn trong đất liền,
các đảo nhỏ gần bờ, đây là các loài chim biển vừa bay kiếm mồi vừa đậu rình
mồi. Tuy nhiên có ít loài kiếm ăn và bắt mồi trong lúc bay lượn.

- Nhóm chuyên sống thành bầy đàn với số lượng cá thể đông, kiếm ăn bay
lượn ở các khu vực cửa sông, các vùng vịnh gần bờ, các bài triều ven biển trong
đó chủ yếu ở các vùng vịnh, hải đảo. Các loài chim di cư hay bơi lội khi kiếm ăn
và nghỉ ngơi thuộc bộ ngỗng (Anseriformes); các loài chim kiếm ăn ở ven bờ,
bãi triều khi nước rút thuộc bộ Rẽ (Charadriiformes); các loài chim định cư làm
tổ ở các đảo xa đất liền và một số vùng cửa sông lớn, các đảo xa bờ trong các
vịnh, ven biển thuộc các loài bộ Hải âu (Procellaiiformes), các loài họ Chim
nhiệt đới (Phaethontidae) và hầu hết các loài họ Chim điên (Sulidae) của bộ Bồ
nông (Pelecaniformes) và họ Mòng bể (Laridae). Hầu hết thời gian đối với các
loài thuộc nhóm chim này đều bay lượn kiếm mồi trừ thời gian nghỉ và ngủ đêm,
một số cá biệt đậu rình mồi.

2. Phương pháp thực hiện
2.1. Phương pháp phỏng vấn

Mục đích: Phương pháp phỏng vấn được thực hiện nhằm thu thập các thông tin sơ bộ về thành phần loài; các loài nguy cấp, quý, hiếm và tình trạng của chúng; địa điểm thường xuyên bắt gặp và các mối đe dọa đến các loài chim tại khu vực nghiên cứu. Ngoài ra, phỏng vấn còn ghi nhận các mẫu vật đang lưu giữ tại các hộ gia đình như là những minh chứng để xác định thành phần loài trong KBT. Tuy nhiên, các thông tin thu thập được từ quá trình phỏng vấn cần được kiểm chứng thông qua khảo sát ngoài thực địa. 

Đối tượng: Người có nhiều kinh nghiệm đi rừng (khai thác các loại lâm sản, lấy mật ong, thợ săn, kiểm lâm, cán bộ KBT, VQG...) ở các lứa tuổi khác nhau. Trong các đợt điều tra ĐDSH chim thường phỏng vấn từ 20 – 30 người. Người được phỏng vấn nên phân bố khắp ở các xã/thôn vùng đệm trong khu vực điều tra. Phỏng vấn được thực hiện với từng người hoặc cũng có thể thảo luận nhóm với một số người dân địa phương.

Trình tự thực hiện: Phỏng vấn người dân địa phương là công việc khó khăn nên cần những người không chỉ có trình độ chuyên môn, hiểu biết về xã hội, tập quán sinh hoạt của các dân tộc mà còn có kỹ năng công tác cộng đồng (dân vận, giao tiếp...). Theo Phạm Nhật và cs (2003), một số kinh nghiệm và kỹ năng cơ bản trong phương pháp phỏng vấn bao gồm:

- Trước khi phỏng vấn cần làm rõ mục tiêu thu thập thông tin và tạo không khí cởi mở, vui vẻ. Cần hạn chế thu thập thông tin khi người dân đang bận công việc khác, có sự mâu thuẫn hoặc đang uống rượu.

- Các câu hỏi phỏng vấn cần đơn giản, dễ hiểu và có thể trả lời được. Tuy nhiên, các câu hỏi phỏng vấn cần tránh quá rõ ràng để đối tượng được phỏng vấn có thể nói dựa vào đó. Trình tự các câu hỏi phỏng vấn như sau:

+ Câu hỏi đầu tiên nên hỏi về số lượng các dạng (không phải về loài) của nhóm động vật quan tâm, đưa tên gọi chung chung, chẳng hạn: “Bác gặp bao nhiêu loài chim ở địa phương mình?”. 

+ Có thể đề nghị người được phỏng vấn cho biết các loài mà họ đã biết, đã khai thác, đặc biệt tên địa phương.

+ Các câu hỏi tiếp theo có thể hỏi họ xem các loài động vật khác trông giống những loài mà người điều tra đang quan tâm không.

+ Trong quá trình phỏng vấn có thể đề nghị người được phỏng vấn mô tả tuần tự các loài mà họ đã biết.

+ Để xác định chính xác các loài quan tâm, các câu hỏi tiếp theo tập trung vào đặc điểm chi tiết và các đặc điểm nổi bật của loài dễ nhận diện như kích thước, màu sắc, tiếng kêu, tập tính..v.v.

+ Đối với các loài quý hiếm, có giá trị cần thu thập thêm các yếu tố đặc thù khác. Do vậy, người phỏng vấn cần phải chuẩn bị trước những ý định để làm sao thu thập được càng nhiều thông tin phục vụ cho mục đích điều tra. 

+ Để đảm bảo giá trị của những thông tin thu được, người điều tra cần lặp lại các câu hỏi ít nhất 2 lần nhưng theo cách khác nhau (không giống câu ban đầu); đôi khi cũng đặt ra các câu hỏi vu vơ, không cần chính xác.

+ Hình ảnh con vật chỉ được sử dụng trong những tình huống nhất định và hết sức thận trọng. Người phỏng vấn cần chuẩn bị ảnh về các loài động vật ở khu vực đó và cả một số loài ở khu vực khác, thậm chí chỉ có ở nước ngoài. Mỗi loài tốt nhất nên có 3 hình ảnh tự nhiên, hình dạng và sự khác biệt tính đực cái của loài. Các hình ảnh phải thể hiện được những đặc điểm quan trọng để giúp xác định loài. 

Để kiểm chứng lại các thông tin phỏng vấn, bộ ảnh màu về các loài chim được sử dụng để đối tượng phỏng vấn nhận diện lại. Các tài liệu có ảnh màu được sử dụng bao gồm: Hình ảnh về các loài chim trong khu vực điều tra đã công bố và cả ảnh ở khu vực lân cận; Cuốn “Chim Việt Nam” của tác giả Nguyễn Cử, Lê Trải và Phillips, K, (2000; 2005); Cuốn “Birds Southeast Asia” của tác giả Craig Robson (2005); Cuốn “A Field guide to the Birds of South – East Asia” của tác giả Craig Robson (2008); Cuốn “Các loài chim Việt Nam” của tác giả Lê Mạnh Hùng và cs (2020)..v.v. 
Trong quá trình phỏng vấn luôn khuyến khích người dân cho xem những mẫu vật mà họ lưu giữ lại như động vật nuôi, da, lông, sừng, xương, đuôi, ... Đây là những minh chứng quan trọng có thể giúp xác định được chính xác loài. Ngày nay, với sự phát triển mạnh mẽ của công nghệ, điện thoại thông minh (Smart phone) đã được phổ rộng tại tất cả các vùng miền. Sau những đợt săn bắt, nhiều người có thói quen chụp ảnh lại những mẫu vật thu được. Do vậy, việc khai thác hình ảnh các loài động vật mà người dân chụp được thông qua chia sẻ Zalo, Facebook ... sẽ giúp xác định được thành phần loài chim dễ dàng hơn. Lưu ý, mẫu vật và các hình ảnh mà người dân chia sẻ cần phải có nguồn gốc tại địa điểm thực hiện điều tra. Các thông tin phỏng vấn được phân tích, chọn lọc và tổng hợp kết quả vào mẫu phiếu được thiết kế sẵn (Tham khảo mẫu biểu điều tra thú).
Xử lý số liệu: số liệu thu thập từ các phiếu phỏng vấn được nhập vào excel theo các bộ câu hỏi để xác định các chỉ tiêu điều tra. Tuy nhiên, các số liệu cần được kiểm chứng trong quá trình điều tra thực địa.

2.2. Phương pháp điều tra theo tuyến

Mục đích: Phương pháp điều tra tuyến là phương pháp điều tra quan trọng đối với nhóm chim. Thực hiện điều tra tuyến có thể thu thập thông tin đáp ứng đầy đủ các chỉ tiêu về điều tra ĐDSH. Do vậy, thực hiện điều tra tuyến và thu thập thông tin trên tuyến sẽ ảnh hưởng đến kết quả quan trắc vào các mùa hoặc năm tiếp theo.

Phương pháp điều tra tuyến đơn giản, dễ thực hiện nhưng hạn chế đối với các loài có kích thước quần thể nhỏ, hiếm gặp hoặc thường sống chui lủi, khó quan sát trong quá trình điều tra. Đối với các loài này có thể kết hợp các phương pháp điều tra khác như điều tra bắt thả bằng lưới mờ, điều tra bằng bẫy ảnh hoặc bằng âm sinh học.

Thời gian thực hiện: Trong ngày, thời gian điều tra chim thường từ 5:30-10:00 vào buổi sáng và 15:00-17:30 vào buổi chiều vì đây cũng là thời gian các loài chim hoạt động, đặc biệt hoạt động mạnh vào buổi sáng sớm và buổi chiều tối (vào mùa đông, thời gian điều tra có thể muộn hơn). 

Để tăng khả năng bắt gặp chim, nên bố trí điều tra vào mùa chim chuẩn bị sinh sản hoặc sinh sản. Một số loài có tập tính di cư, trú đông … nên cần nghiên cứu kỹ tập tính của từng nhóm loài để lựa chọn mùa điều tra trong trường hợp điều tra các loài chim nước hoặc chim di cư. 

Hoạt động điều tra thực địa phục vụ quan trắc cần được thực hiện theo cùng mùa giữa các năm để số liệu có tính so sánh. 

Hoạt động điều tra và quan trắc cần được tiến hành trong thời tiết thuận lợi. Nhiều loài chim không phát ra các dấu hiệu như tiếng kêu vào thời gian mưa trong ngày, do vậy nên tránh các thời tiết này khi điều tra.

Cách thực hiện: Người điều tra đi dọc trên các tuyến đã được định sẵn với tốc độ 1-2km/h, quan sát kỹ lưỡng và lắng nghe tiếng kêu của con vật. Tại các điểm nghi ngờ và bãi trống, người điều tra sử dụng ống nhòm quan sát. Ngoài ra, người điều tra tiến hành sử dụng máy ảnh siêu zoom hoặc có gắn tele để chụp hình ảnh của con vật. Các thành viên khác trong nhóm có thể sử dụng máy quay để ghi lại hoạt động của con vật khi bắt gặp và bổ trợ cho máy ảnh nếu không chụp được hoặc chất lượng ảnh chưa tốt.

Các thông tin cần thu thập khi bắt gặp con vật bao gồm: vị trí phát hiện, tên loài dự kiến, dấu hiệu ghi nhận, số lượng, khoảng cách, góc phương vị. Các thông tin này sẽ được ghi vào biểu điều tra được thiết kế sẵn (Tham khảo mẫu biểu điều tra thú). Tọa độ vị trí ghi nhận được xác định bằng máy định vị GPS.

Trong suốt quá trình điều tra, người điều tra sử dụng GPS và điện thoại thông minh để ghi lại các track đã thực hiện khảo sát. Toàn bộ dữ liệu hình ảnh, phiếu ghi nhận và track được sao lưu vào một ổ cứng lưu trữ chung vào cuối ngày điều tra khảo sát để tránh rủi ro mất dữ liệu trong các đợt nghiên cứu.
Xử lý số liệu: Số liệu thu được từ các phiếu điều tra tuyến được nhập vào bảng excel để lưu trữ thông tin và xử lý phục vụ các chỉ tiêu điều tra. 

2.3. Phương pháp điều tra theo điểm

Phương pháp điều tra điểm được sử dụng để xác định thành phần loài và mức độ phong phú tương đối của các loài chim, mật độ và kích thước quần thể (số lượng chim). Phương pháp điều tra điểm dễ thực hiện nhưng phụ thuộc vào kinh nghiệm của người điều tra và máy móc, thiết bị (ống nhóm, máy ảnh, máy quay phim). Trong phương pháp này, người điều tra đứng tại các vị trí và đếm tất cả các loài chim được nhìn thấy hoặc nghe thấy trong một khoảng thời gian nhất định. Thời gian thực hiện điều tra điểm vào sáng sớm vì đây là khoảng thời gian hoạt động mạnh của hầu hết các loài.

Thời gian điều tra tại mỗi điểm khoảng 15 phút. Tên loài, số lượng cá thể, góc phương vị và khoảng cách từ người điều tra tới các cá thể được ghi vào biểu điều tra được thiết kế sẵn (Tham khảo mẫu biểu điều tra thú).

Xử lý số liệu: Số liệu thu được từ các phiếu điều tra theo điểm được nhập vào excel để lưu trữ thông tin và xử lý phục vụ các chỉ tiêu điều tra. 

3.4. Phương pháp bắt thả chim bằng lưới mờ 

Mục đích: Lư​ới mờ (hay còn gọi là lư​ới nhện) th​ường có chiều cao ít thay đổi (4m) như​ng chiều dài có thể là 10m, 15m, 20m, 25m, 30m .... Lưới mờ rất hiệu quả khi điều tra các loài chim có kích th​ước nhỏ, sống và kiếm ăn trong các bụi rậm, trên mặt đất, di chuyển nhanh, khó quan sát. Lưới mờ kém hiệu quả đối với các loài chim lớn (Gà rừng, Gà lôi, Công, Trĩ sao, ...) vì khi bị mắc l​ưới chúng sẽ làm hỏng l​ưới. Phương pháp này dễ thực hiện cho cán bộ của KBT và là phương pháp quan trọng nhất để thu mẫu chim. 

Thời gian: Đối với các loài chim kiếm ăn ngày, thời gian đặt lưới tốt nhất vào lúc sáng sớm và cuộn lại lưới vào buổi chiều tối để tránh làm chết chim và dơi nếu chúng mắc phải. Đối với các loài chim kiếm ăn đêm, lưới được mắc vào buổi chiều tối và thu lại vào sáng sớm hôm sau. Lưu ý, không giăng lưới khi trời mưa to vì có thể lá rụng, cành cây rơi vào lưới làm lộ hoặc hỏng lưới. 

Cách thực hiện: Bẫy chim bằng lưới mờ được thực hiện qua 5 bước sau:
- Bước 1: Chuẩn bị dụng cụ (lưới mờ, 2 sào mắc lưới, dây buộc, túi đựng chim, dao phát).

- Bước 2: Chọn địa điểm thích hợp để đặt lưới. Khu vực thích hợp để bẫy là ven các bìa rừng, nơi giao nhau giữa các sinh cảnh hoặc các khe núi nơi có nhiều chim bay qua lại. Vị trí giăng lưới mờ thường ở nơi có sự biến động về ánh sáng để tránh sự phát hiện của chim (vùng tranh sáng, tranh tối). 

- Bước 3: Phát băng. Lưới mờ rất dễ bị mắc vào cành, lá cây, cỏ, ..., vì vậy trước khi mắc cần phát dọn vị trí mắc lưới theo một đường thẳng khoảng 15 – 30m (tùy theo chiều dài lưới). Khi phát băng đảm bảo lưới không bị chạm vào cây cỏ xung quanh để tránh lưới bị rối, khó gỡ.

- Bước 4: Mắc lưới/giăng lưới. Mắc một đầu lưới trước. Khi mắc tuân thủ theo trình tự dây ở dưới cùng thì đưa vào đầu tiên, các dây khác theo thứ tự như vậy. Khi đã mắc hoàn chỉnh một đầu, một người giữ cọc thẳng đứng còn người khác cầm lưới mở từ từ theo băng đã phát. Trong quá trình di chuyển lưu ý không để lưới chạm đất. Khi hai đầu lưới đã mắc theo đúng thứ tự dây tiến hành cố định 2 đầu lưới và tạo các túi lưới nhỏ. Hàng ngày sau khi kết thúc lần kiểm tra l​ưới cuối cùng thì cuốn l​ưới lại (dồn các nấc l​ưới từ d​ưới lên trên cùng) để tránh ban đêm có thể bị thú nhỏ làm hỏng l​ưới, chim mắc lư​ới sẽ bị chết do không đ​ược kiểm tra, để tránh dơi và côn trùng bị dính lư​ới. Sáng sớm ngày hôm sau tiếp tục hạ lư​ới (hình 01).

- Bước 5: Kiểm tra lưới. Thông th​ường, chúng ta nên kiểm tra l​ưới sau 1,5- 2 giờ. Kiểm tra lưới muộn có thể làm chim bị chết nhất là vào những ngày trời mưa hoặc thời tiết quá lạnh hoặc quá nóng. Nếu mưa nhỏ hoặc nắng nóng, thời gian kiểm tra lưới sau 0,5-1giờ. Mỗi lần đến kiểm tra, bên cạnh việc bắt chim, cần vệ sinh sạch các lá khô,… bị rơi dính vào l​ưới. Khi có Dơi hay côn trùng cánh cứng dính lư​ới cần thận trọng dùng kẹp và kéo để lấy chúng ra, đề phòng làm hỏng lư​ới.  
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(Nguồn: Phạm Nhật và cs, 2003)

Hình 01: Cách đặt (A) và cách cuốn (B) l​ưới mờ

Khi chim bị mắc lưới, nhẹ nhàng tháo gỡ từng bộ phận bị mắc. Bộ phận nào tháo gỡ được không để chạm lưới và tiếp tục tháo các bộ phận khác. Trong quá trình gỡ chú ý đến hướng chim bay vào lưới, tránh làm tổn thương hoặc làm chim bị chết.

Xử lý số liệu, mẫu thu được: Sau khi tháo gỡ chim khỏi lưới tiến hành cho chim uống nước, chụp ảnh, định loại loài, đánh dấu và thả trong trường hợp cần tính toán mật độ hoặc kích thước quần thể. Ghi chép các thông tin về loài thu được, số lượng cá thể, sinh cảnh... vào mẫu phiếu được thiết kế sẵn. Trong trường hợp thu mẫu thì cần cho chim nhẹ nhàng vào túi vải mỏng, có lỗ thông khí và thực hiện các bước xử lý mẫu khi trở về lán trại hoặc địa điểm tập kết. Số liệu thu được từ các phiếu điều tra được nhập vào bảng excel để lưu trữ thông tin và xử lý phục vụ các chỉ tiêu điều tra. 

2.5. Phương pháp bẫy ảnh

Nguyên lý và cách thực hiện phương pháp giống như phương pháp điều tra thú. Tuy nhiên, lưu ý vì các loài chim sống trên mặt đất thường có kích thước nhỏ hơn thú, do vậy bẫy ảnh cần được đặt ở vị trí thấp hơn, vào khoảng 20-40 cm so với mặt đất.
2.6. Phương pháp điều tra chim bằng âm sinh học

Nguyên lý và cách thực hiện phương pháp giống như phương pháp điều tra thú. Lưu ý thời gian ghi âm nên tập trung vào sáng sớm hoặc chiều tối vì đây là thời điểm các loài chim hoạt động mạnh. Ngoài ra, nên ghi âm vào mùa sinh sản vì nhiều loài chim không phát ra tiếng kêu đặc trưng vào thời điểm không phải mùa sinh sản.
2.7. Các phương pháp tính số lượng chim 

2.7.1. Tính mức độ phong phú

Phương pháp này chỉ cho được kết quả là chỉ số phong phú tương đối của chim trong vùng nghiên cứu (tần số gặp so với tổng số lần quan sát). Số liệu có được dựa theo số lượng các cá thể chim đếm được trên một đơn vị thời gian hay trên đơn vị độ dài đường đi (m, km) hay tại nơi tính toán (Nguyễn Quảng Trường và cs, 2020). 

Mức độ phong phú tính theo Howes& Bakewell (1989): Căn cứ vào tỉ lệ phần trăm số lượng cá thể của mỗi loài trên tổng số lượng cá thể (của tất cả các loài bắt gặp) trong sinh cảnh quan tâm (P %) để xác định cấp số lượng của loài: 

· P ≥ 10% Rất nhiều hoặc ++++ (chiếm ưu thế); 

· 1% ≤ P < 10%: Nhiều hoặc +++; 

· 0,1% ≤ P < 1%: Trung bình hoặc ++; 

· P < 0,1%: Ít hoặc +.

2.7.2. Tính tần suất bắt gặp

Tần suất bắt gặp của loài trên 1km tuyến điều tra được xác định là: Tổng số lượng cá thể bắt gặp chia cho tổng chiều dài các tuyến điều tra; nếu tuyến được điều tra bao nhiêu lần thì chiều dài tuyến được nhân lên bấy nhiêu lần (Vũ Tiến Thịnh, 2020).

Ngoài ra, tần suất bắt gặp có thể được tính theo điểm. Tần suất bắt gặp theo điểm của một loài động vật hoang dã là tỉ số giữa số điểm mà ở đó có ghi nhận được loài chia cho tổng điểm được điều tra.

2.7.3. Phương pháp và kỹ thuật đếm số lượng cá thể

Để đếm số lượng cá thể của một bầy chim ven biển, người đếm có thể viết
số đếm vào sổ tay, ghi vào bảng biểu, có một người khác ghi hoặc sử dụng
đồng hồ bấm đếm, cụ thể như sau:

- Quan sát kỹ từng cá thể chim bằng ống nhòm hoặc ống telescope và
đếm 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7... v.v.

- Đếm từng nhóm nhỏ trong một đàn rải rác rồi ghi tất cả các con số lại
với nhau, tổng số sẽ là số đếm ghi vào phiếu điều tra. Ví dụ, có tất cả 3 nhóm
trong đó nhóm 1 là 3, nhóm 2 là 12, nhóm 3 là 5. Như vậy tổng số cá thể sẽ là
3+12+5 = 20 cá thể.

- Đếm từng đôi, ba cá thể một. Ví dụ, 2, 4, 6, 8, 10... hoặc 5, 10, 15, 20.... Kiểu đếm này cho phép đếm nhanh hơn.

Việc đếm có thể do một người hoặc một đội hai người tiến hành. Một
người sẽ gặp nhiều khó khăn khi đếm các đàn lớn nếu không có máy ghi âm
hoặc đồng hồ đếm. Tuy nhiên, có thể khắc phục bằng cách sử dụng các dấu hiệu
trên mặt đất như cọc hoặc gò đất... để chia ra thành từng nhóm, đếm các nhóm
rồi dừng lại ghi vào sổ tay và tính tổng số.

Nếu có hai người, ta có thể phân công một người đếm bằng ống nhòm
hoặc kính viễn vọng, rồi đọc cho người còn lại ghi kết quả vào sổ hoặc phiếu
điều tra đã chuẩn bị. Một nhóm hai người sẽ cho phép thảo luận về số lượng ước
tính hay về định loại của loài.

Việc đếm có thể thực hiện theo hai cách:

- Đếm từng loài, có nghĩa là đếm toàn bộ cá thể của một loài rồi đến loài
khác v.v... bắt đầu với loài xuất hiện nhiều nhất trên bãi và kết thúc ở loài ít cá
thể nhất. Ví dụ, đếm được 613 con Choi choi khoang cổ, đàn Choắt lớn có kích
thước khoảng một nửa đàn Choi choi khoang cổ, ta có thể ghi "khoảng 300
Choắt lớn".

- Đếm toàn bộ các loài, nghĩa là quan sát cả đàn và đếm. Ví dụ: Choắt
nhỏ, 2; Choi choi mỏ cong, 1; Choi choi xám, 3; Choắt nhỏ, 4;... đến khi đếm
hết toàn bộ chim trên bãi.

Đếm chim đang bay:

- Đối với những đàn đang bay với số lượng lớn, bay dày đặc và thường
xuyên đổi hướng có thể rất khó đếm chính xác, thì cần định loại được những loài
ưu thế và ước lượng được số lượng của loài.

- Đối với một số đàn ít cá thể, bay thành một đường dọc hoặc thành các
nhóm nhỏ ta có thể định loại và đếm một cách rất dễ dàng.

- Khi đếm đàn đang bay có thể đếm từ đầu đến cuối, điều này sẽ tạo cảm
giác bầy chim bay qua thị trường của ống nhòm, hoặc đếm từ cuối đàn lên đầu,
điều này cho phép điều hòa tốc độ chim chạy qua thị trường của ống nhòm.

Đếm chim đang kiếm ăn:

- Đếm chim ở các bãi triều, đầm lầy, ruộng lúa v.v... khi mà khoảng cách
từ người đếm đến bầy chim phù hợp và địa hình tương đối bằng phẳng.

- Đếm chim đang kiếm ăn sẽ dễ dàng hơn nếu ở vùng có các vật làm mốc
để chia ra các khu vực nhỏ.

- Các vật mốc tốt nhất là cọc lưới, rạch nhỏ hay mô đất, đếm chim lần lượt
ở các khoảng giữa hai vật mốc và tính tổng.

Đếm ở điểm chim trú chân khi thủy triều cao (đối với chim ven biển):

Vùng dừng chân của chim khi mực thủy triều cao thường là vị trí tương
đối gần vùng lộ triều. Chim ở những vùng không bị ảnh hưởng của thủy triều
thường tìm chỗ trú chân vào buổi chiều tối. Đếm chim ở vùng trú chân là biện
pháp rất hữu hiệu để xác định thành phần loài, độ phong phú và sự biến đổi quần
thể. Trong nhiều trường hợp, một bãi trú chân là nơi tập trung số lượng chim
ven biển ở nhiều vùng bãi triều gần đó. Một vùng trú chân an toàn sẽ được chim
ghi nhớ và sử dụng trong rất nhiều năm.

Đếm chim ở bãi trú chân bằng các phương pháp sau: Lướt khắp vùng
bằng ống nhòm để tìm chỗ chim tập trung; Đếm hay ước lượng số lượng của cả
bầy lớn bằng ống nhòm, Ví dụ, 2.000 chim; Dựng kính viễn vọng và bắt đầu
đếm theo một hướng, Ví dụ trái sang phải, để định loại và rồi ghi vào sổ tay;
Đánh giá loài ưu thế trong bầy, ví dụ Choắt lớn 40%, Choi choi khoang cổ 10%.
Khi có thể, bắt đầu đếm từng cá thể bằng cách lia kính viễn vọng từ từ và ghi
nhận từng cá thể một.

Hoàn tất các bước trên cho phép đảm bảo thu thập đủ số liệu kể cả trong
trường hợp đàn chim bị đánh động và rời khỏi nơi trú chân. 

2.7.4. Tính mật độ và kích thước quần thể từ số liệu điều tra trên  tuyến với bề ngang không cố định

Nguyên lý của phương pháp giống như phương pháp điều tra thú. 
2.7.5. Phương pháp Khoảng cách

Nguyên lý của phương pháp giống như phương pháp điều tra thú. 
2.8. Xử lý số liệu và báo cáo kết quả điều tra

Việc phân tích và xử lý số liệu thu thập được trên thực địa để đưa ra báo cáo chi tiết đòi hỏi tính chính xác và khả năng phân tích, tổng hợp một cách khoa học. Yêu cầu người viết báo cáo là các nhà nghiên cứu hoặc cán bộ kỹ thuật có kinh ngiệm đảm nhiệm, phụ trách.

2.9. Tổng hợp và phân tích số liệu

Nguyên lý của phương pháp giống như phương pháp điều tra thú. 
2.10. Viết báo cáo khoa học

Nguyên lý của phương pháp giống như phương pháp điều tra thú. Các mẫu biểu: Tham khảo hướng dẫn điều tra thú.

Một số đặc điểm hình thái dùng trong nhận biết và phân loại chim
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(Nguồn: Nguyễn Cử và cs, 2000) 
Sơ đồ cấu tạo hình thái cơ thể chim

	1. Đỉnh đầu
	13. Vai
	25. Bao mép cánh (mép ngoài của cánh lớn

	2. Trán
	14. L​ưng
	26. (Lông) Bao cánh sơ cấp

	3. Gáy
	15. Hông
	27. Lông (cánh) sơ cấp

	4. Bao tai
	16. Bao trên đuôi
	28. (Phần x​ương) ống chân

	5. Hố tr​ước mắt
	17. Đuôi
	29. Gối (khuỷ đầu gối)

	6. Cằm
	18. Bao d​ưới đuôi
	30. Cổ chân / giò

	7. Họng
	19. Bao cánh nhỏ
	31. Cựa

	8. Diều
	20. Bao cánh nhỡ 
	32. Ngón ngoài

	9. Bụng
	21. Bao cánh lớn
	33. Ngón giữa

	10. S​ườn
	22. Lông cánh tam cấp
	34. Vảy gốc cánh trên

	11. Đùi
	23. Lông cánh thứ cấp
	

	12. Lư​ng trên
	24. Cánh con
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(Nguồn: Nguyễn Cử và cs, 2000) 
Sơ đồ cấu tạo hình thái cơ thể chim

	35. Vảy gốc cánh dư​ới
	57. Vằn/vạch gò má
	62. Khía/mép lông

	36. Vảy gốc cánh phụ
	58. Điểm khớp (cánh,
	63. Phiến (lông) trong

	37. Con ng​ươi/động tử (mắt)
	 t​ương đ​ương khớp cổ tay)
	64. Phiến ngoài

	38. Mống mắt
	59. Bao cánh sơ cấp nhỏ
	65. Khuyết

	39. Vòng quanh mắt
	51. Dải bên đỉnh đầu
	67. Lông bao lớn d​ưới cánh sơ cấp

	40. Vùng/điểm trư​ớc mắt
	52. Lông mày
	68.Lông bao nhỡ d​ưới cánh sơ cấp

	42. Mỏ (trên)
	53. Vành mắt
	69.Lông bao nhỏ d​ưới cánh  sơ cấp

	43. Mép mỏ
	54. Vạch ngang mắt
	70. Bao d​ưới cánh nhỏ

	44. Hàm d​ưới
	55. Vạch gốc mỏ
	71. Bao d​ưới cánh trung bình

	45. Vảy hàm d​ưới
	56. Vạch d​ưới gốc mỏ
	72. Bao dư​ới cánh lớn

	46. Hàm d​ưới
	57. Vằn/Vạch gò má
	73. Lông nách

	47. Mấu gò má
	58. Điểm khớp (cánh, cổ tay).
	74. Ngón trong

	48. Họng
	59. Bao cánh sơ cấp nhỏ
	75. Lông cánh thứ cấp

	49. Gốc (mép) mỏ
	60.Bao cánh sơ cấp trung bình
	76. Lông cánh sơ cấp

	50. Dải giữa đỉnh đầu
	61. Bao cánh sơ cấp lớn
	


PHỤ LỤC 16.3
PHƯƠNG PHÁP ĐIỀU TRA ĐA DẠNG SINH HỌC BÒ SÁT

1. Công tác chuẩn bị

1.1. Thiết bị, dụng cụ và các vật tư cần thiết

Bò sát là nhóm động vật có thể dễ dàng thu mẫu phục vụ định loại hơn so với nhóm chim và thú. Các loài có kích thước cơ thể lớn như cá sấu, các loài rùa biển, giải, kỳ đà ... có thể được định loại ngay ngoài thực địa thông qua các đặc điểm hình thái nổi bật mà không cần thu mẫu. Các vật tư, thiết bị, đồ dùng cho chương trình điều tra bò sát (bao gồm cả phục vụ điều tra ngoại nghiệp và xử lý, phân tích trong phòng thí nghiệm) được chia thành các nhóm sau: 

- Máy móc, thiết bị: máy ảnh, máy quay phim, GPS (máy định vị vệ tinh), ống nhòm, kính hiển vi, đèn pin, địa bàn, máy đo cao, nhiệt kế, ẩm kế, đồng hồ, pin các loại, ..v.v. 

- Dụng cụ: bản đồ, thước đo các loại, kẹp tài liệu, bẫy các loại (bẫy lồng, bẫy hộp, bẫy hố, bẫy ống,...), cân, kính lúp, dây buộc, túi đựng mẫu, vợt, gậy hoặc kẹp bắt rắn, lưới quây, sổ ghi chép, bút chì, bút mực, bút ghi nhớ, túi đựng tài liệu, túi đựng thiết bị, bảng biểu, sơn..v.v.

	[image: image69.jpg]



	[image: image70.jpg]



	[image: image71.jpg]




	Garmin GPS 78s
	Máy ảnh Canon  750D
	Sony Handycam FDR-AX43
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	Ống nhòm Eyeskey zoom 20-60×60 có chân đế
	Đèn pin đội đậu Fenix HM 65R 2 Led Cree
	LB-007

La bàn cầm tay 
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	Thước Đo Điện Tử DIGITAL CALIPER 150mm/6''
	Cân điện tử OEM
	Professional 640X Up/Bottom
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	Kẹp bắt rắn
	Gậy bắt rắn
	Túi đựng mẫu
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Hình 01: Một số thiết bị, dụng cụ phục vụ điều tra, thu mẫu bò sát

- Dụng cụ lấy mẫu eDNA: Máy lọc nước qua màng Backpack ANDeTM, màng lọc eDNA, đầu lọc (Catrice), dung dịch phá màng tế bào.

- Hóa chất, dụng cụ xử lý và bảo quản mẫu: Khẩu trang, găng tay, cồn 90 độ, formalin5-9%, muối, phèn chua, hộp đựng mẫu, dao kéo giải phẫu, bông băng, giấy thấm, ghim mẫu, etyket, nhãn mẫu.

Lưu ý: Hiện nay có rất nhiều máy móc, thiết bị, dụng cụ thuộc các chủng loại khác nhau được sử dụng trong điều tra, giám sát đáp ứng yêu cầu công việc và dễ dàng mua trên thị trường. Tùy thuộc vào điều kiện và khả năng mua sắm của đơn vị để lựa chọn thiết bị phù hợp và đáp ứng được điều tra ngoại nghiệp và xử lý trong phòng thí nghiệm.

- Tài liệu tra cứu và nhận dạng: Các tài liệu liệu nhận diện nhanh các loài bò sát ngoài thiên nhiên có hình ảnh minh họa ở Việt Nam, chẳng hạn: 

+ Traffic Southeast Asia, Cục Kiểm lâm (2000). Nhận dạng động vật hoang dã bị buôn bán. Nhà xuất bản Nông nghiệp, Hà Nội.

+ Vườn Quốc gia Cúc Phương (2003), Bò sát và Lưỡng cư Vườn Quốc gia Cúc Phương. Nhà xuất bản Nông Nghiệp, Hà Nội.

+ Nguyễn Văn Sáng, Hồ Thu Cúc, Nguyễn Quảng Trường và Nguyễn Vũ Khôi (2005), Nhận dạng một số loài bò sát - ếch nhái ở Việt Nam. Nhà xuất bản nông nghiệp, Hà Nội.

+ Nguyen Van Sang, Ho Thu Cuc and Nguyen Quang Truong (2009), Herpetofauna of Vietnam, Edition chimaira, frankfurt am Main.
+ Douglas B. Hendrie, Bùi Đăng Phong, Tim McCormack, Hoàng Văn Hà, Peter Paul van Dijk (2010; 2019), Sách hướng dẫn thi hành luật về định dạng về các loài rùa cạn và rùa nước ngọt Việt Nam. Trung tâm giáo dục thiên nhiên (ENV), Trung tâm Bảo tồn Rùa Cúc Phương (TCC), Chương trình bảo tồn Rùa Châu Á (ATP) thuộc tổ chức Indo-Myanmar Conservation (IMC).

+ Douglas B. Hendrie, Bùi Đăng Phong, Tim McCormack, Hoàng Văn Hà, Peter Paul van Dijk, Nguyễn Tài Thắng, Nguyễn Thành Luân (2021), Sách hướng dẫn thi hành luật và định dạng về các loài rùa cạn và rùa nước ngọt Việt Nam. Trung tâm giáo dục thiên nhiên (ENV), Trung tâm Bảo tồn Rùa Cúc Phương (TCC), Chương trình bảo tồn Rùa Châu Á (ATP) thuộc tổ chức Indo-Myanmar Conservation (IMC).

- Một số vật tư cần thiết cho sinh hoạt của đoàn điều tra: 

+ Đồ cắm trại, đóng lán: bạt, võng, tăng võng, túi ngủ, lều ngủ, dây buộc, dao phát, dây cao su, túi ni lông, áo mưa.

+ Lương thực, thực phẩm: xoong nồi, lương thực và thực phẩm cần thiết/số người tham gia trong số ngày dự kiến, ..v.v.


+  Sức khỏe, y tế: trong quá trình điều tra thực địa có thể gặp các rủi ro do rắn cắn, côn trùng đốt/cắn, các loài thực vật gây dị ứng, viêm nhiễm (sơn, lá han, lá ráy,...), trầy xước do va đập/ngã, ngộ độc thực phẩm, dịch tả, thương hàn, cảm cúm..v.v. Khi thành viên bị ốm hoặc không đảm bảo sức khỏe có thể làm gián đoạn kế hoạch điều tra thực địa và hiệu quả công việc và thậm chí còn có thể nguy hiểm đến tính mạng nếu không kịp thời chữa trị. Vì vậy, đối với mỗi hiểm họa cần trang bị các loại thuốc chuyên dụng và các dụng cụ sơ cứu cần thiết.

· Một số lưu ý trong việc bảo quản thiết bị:

Trang thiết bị thường đắt tiền và khó thay thế ngay trên thực địa nên cần phải được bảo quản cẩn thận. Phạm Nhật và cs (2003), Nguyễn Quảng Trường và cs (2020) đưa ra một số lời khuyên khi khi sử dụng thiết bị như sau:

- Bảo dưỡng máy nổ, các thiệt bị phụ trợ theo đúng quy trình.

- Máy ảnh, máy quay phim, máy ghi âm, ống nhòm, máy định vị,…cần được bảo quản nơi khô ráo (dùng các hạt hút ẩm để trong hộp nhựa kín).

- Không gấp lều hay túi ngủ ở trạng thái ướt vì sẽ bị mục nát rất nhanh.

- Tránh thất lạc, bỏ quên hoặc để mất.

- Nơi tốt nhất cho trang thiết bị là sử dụng trên hiện trường một cách hợp lý chứ không phải lưu giữ trong kho.

- Không đưa bất cứ một thứ gì ra khỏi rừng trừ khi đó là những thứ thuộc về nguyên liệu nghiên cứu hay vật dụng của cá nhân.


Lưu ý: Trước khi đóng gói chuẩn bị đi thực địa cần kiểm tra sử dụng hoạt động của máy móc, thiết bị; số lượng dụng cụ, hóa chất. Sau khi kết thúc điều tra cần kiểm tra toàn bộ vật tư, tài liệu, bảng biểu và lau chùi sạch sẽ, tháo pin khỏi các thiết bị.

1.2. Xác định thời gian, địa điểm và thiết kế các tuyến, điểm điều tra

1.2.1. Xác định thời gian điều tra

Bò sát là nhóm động vật biến nhiệt, nhạy cảm với sự thay đổi của các yếu tố thời tiết (nhiệt độ, mưa, nắng), có chu kỳ hoạt động theo mùa và ngày đêm rõ ràng nên cần được lưu ý để quyết định thời gian thuận lợi nhất cho việc điều tra. 

Đối với các loài bò sát ở đất liền: hầu hết các loài hoạt động mạnh vào thời tiết ấm áp. Do đó, mùa xuân – hè là mùa thuận lợi nhất để thực hiện các hoạt động điều tra, giám sát. Cũng trong khoảng thời gian này, bò sát ra ngoài kiếm ăn sau thời gian trú đông kéo dài và ghép đôi sinh sản. Một số loài vào mùa sinh sản thường phát tiếng kêu (Tắc kè) vang xa và kéo dài nhiều nên dễ dàng phát hiện ra nơi chúng ở để tiếp cận. Vào mùa đông vẫn có thể thực hiện điều tra bò sát nhưng nó chỉ có ý nghĩa bổ sung thêm vào những dẫn liệu đã có nhưng công việc sẽ vất vả và khó khăn hơn.

Đối với các loài bò sát biển: Thời gian khảo sát rùa biển sinh sản thường bắt đầu từ tháng 3 (thời điểm đầu mùa sinh sản) và kết thúc vào tháng 12 (khi tổ trứng cuối cùng đã nở); trong đó, thời gian tập trung nhiều nhất là từ tháng 6 cho đến tháng 8. Khảo sát trên bãi đẻ thường được tiến hành vào buổi chiều tối (20:00) cho đến sáng sớm hôm sau (4:00). Thời gian tập trung nhiều là tại thời điểm thủy triều lên cao nhất trong đêm. Những ngày nước ròng (thủy triều thấp) thường có rất ít rùa biển lên đẻ trứng. Thời gian khảo sát rùa biển tại khu vực kiếm ăn hoặc đường di cư có thể bắt đầu từ tháng 10 năm trước cho đến tháng 5 năm sau. Thời gian khảo sát rắn biển có thể tiến hành vào bất kỳ thời gian nào trong năm.

1.2.2. Xác định địa điểm điều tra

Đối với các loài bò sát ở đất liền, một số loài bò sát có sinh cảnh sống đặc trưng, chẳng hạn: Rùa đầu to thường sống ở khe suối gần các thác nước; Rắn bồng chì thường sống ở ao, hồ, ruộng nước; Rồng đất thường sống ở trên cây gần các khe suối,..v.v. Hầu hết các loài bò sát thường tập trung ở hai bên bờ suối để uống nước, ngâm mình dưới nước trước khi lột xác, kiếm ăn vì có nhiều ếch nhái, động vật nhỏ. Nhiều loài có thói quen nằm phơi nắng để sưởi ấm ở nơi quang đãng. Đó là những địa điểm dễ phát hiện, quan sát và thu mẫu.

Đối với các loài bò sát biển (rắn biển, rùa biển): Theo tài liệu của Viện Tài nguyên Môi trường biển (2013), việc điều tra rùa biển thường tập trung điều tra tại các bãi đẻ, trứng và con non; điều tra các loài rắn biển chủ yếu dựa vào quan sát, thống kê các loài hoặc sản lượng rắn thu thập được trong quá trình đánh bắt hải sản. 

1.2.3. Thiết kế tuyến, điểm điều tra

· Đối với các loài bò sát ở đất liền:

Phương pháp điều tra tuyến, điểm là các phương pháp truyền thống được sử dụng phổ biến trong điều tra động vật. Các tuyến, điểm được thiết kế trước khi tổ chức tiến hành điều tra, khảo sát thực địa. Theo Phạm Nhật và cs (2003), các tuyến điều tra phải được thiết lập phân bố khắp khu vực điều tra và càng đi qua nhiều sinh cảnh càng tốt. Các tuyến có thể được lựa chọn là các đường mòn nhỏ được thợ săn hoặc những người thường xuyên đi rừng trước đây sử dụng. 

Tuyến điều tra thường được thiết lập dựa vào bản đồ địa hình của khu vực, thời tiết, chất lượng sinh cảnh và kết quả khảo sát sơ bộ. Thông thường, tuyến điều tra được thiết kế theo tuyến ở các khu vực dễ tiếp cận, di chuyển. Trong điều kiện địa hình hiểm trở, đi lại khó khăn thì phương pháp điều tra theo tuyến khó áp dụng, do vậy có thể lựa chọn phương pháp điều tra theo điểm, sử dụng bẫy bắt thả. Ngoài ra, phương pháp điều tra theo điểm còn được sử dụng trong các nghiên cứu sinh thái về mối quan hệ giữa loài và sinh cảnh. 

Số lượng các tuyến, điểm điều tra phụ thuộc vào nguồn kinh phí, nhân lực, thời gian thực hiện và yêu cầu của công việc. Trong điều tra bò sát, độ dài các tuyến điều tra phụ thuộc vào đặc điểm địa hình và nhóm loài điều tra. Độ dài của tuyến điều tra thường dao động từ 1,5 – 2,0 km đối với thằn lằn và 5 – 6km đối với rùa cạn. Đối với các khu vực thuận lợi, chiều dài tuyến có thể lớn hơn. Các tuyến điều tra không quy định cụ thể về động rộng của tuyến để đảm bảo rằng mọi con vật không bị bỏ sót trong quá trình khảo sát. Tuy nhiên, khi điều tra tuyến bò sát cần quan sát tỉ mỉ để phát hiện các loài chui lủi, ẩn nấp nên độ rộng tuyến không lớn. Theo Phạm Nhật và cs (2003) thông thường đai rộng 3m để phục vụ tính số lượng. 

Các tuyến điều tra đêm cần được khảo sát trước vào ban ngày, đánh dấu, thậm chí dọn tuyến (phát mở đường, phá bẫy...) cho an toàn. Độ dài của các tuyến điều tra đêm có thể bằng hoặc ngắn hơn tuyến điều tra ban ngày vì tốc độ khảo sát đêm thường thấp hơn ban ngày nhiều lần. Khi điều tra trên tuyến, cần chia thành nhóm nhỏ 2-3 người để hỗ trợ quan sát và thảo luận khi cần thiết.

· Đối với các loài rùa biển: 

Điểm khảo sát rùa biển sinh sản được thiết kế dựa theo thông tin thu thập được từ các số liệu sẵn có hoặc qua khảo sát sơ bộ, phỏng vấn người dân sống tại địa phương. Rùa biển có tập tính thường lên đẻ tại một bãi đẻ hoặc một số bãi đẻ nằm gần nhau nên những thông tin do người dân cung cấp có thể được sử dụng làm cơ sở cho việc thiết lập các điểm khảo sát. 

Điểm khảo sát rùa biển kiếm ăn và rắn biển thường là các khu vực có thảm cỏ biển, rạn san hô, rạn đá hoặc khu vực có sự tập trung nhiều các loài hải sản. 

2. Phương pháp thực hiện
2.1. Phương pháp phỏng vấn

Mục đích: Phỏng vấn được thực hiện nhằm thu thập các thông tin tổng quát và có ý nghĩa về tính đa dạng sinh học, các loài động vật trên các phương diện về: thành phần loài, loài nguy cấp, quý hiếm, loài thường bị săn bắn, phân bố. Ngoài ra, phương pháp phỏng vấn còn giúp thu thập các thông tin về đặc điểm sinh học, sinh thái và mối đe dọa tới loài. 

Ở Việt Nam, phương pháp phỏng vấn đối với nhóm bò sát thường được áp dụng đối với các loài cỡ lớn, thường xuyên bị săn bắt như rùa, trăn, rắn độc, kỳ đà,..v.v. 

Đối tượng: Người có nhiều kinh nghiệm đi rừng (khai thác các loại lâm sản, lấy mật ong, thợ săn, kiểm lâm, cán bộ KBT, VQG...) với các lứa tuổi khác nhau. Hoạt động phỏng vấn được thực hiện với từng người hoặc cũng có thể thảo luận nhóm với một số người dân địa phương.

Cách thực hiện: Phỏng vấn người dân địa phương là công việc khó khăn nên cần những người không chỉ có trình độ chuyên môn, hiểu biết về xã hội, tập quán sinh hoạt của các dân tộc mà còn có kỹ năng công tác cộng đồng (dân vận, giao tiếp...). Theo Phạm Nhật và cs (2003), một số kinh nghiệm và kỹ năng cơ bản trong phương pháp phỏng vấn bao gồm:

- Trước khi phỏng vấn cần làm rõ mục tiêu thu thập thông tin và tạo không khí cởi mở, vui vẻ. Cần hạn chế thu thập thông tin khi người dân đang bận công việc khác, có sự mâu thuẫn hoặc đang uống rượu.

- Nên tỏ ra mình đến để học tập, tìm hiểu về tài nguyên rừng và kinh nghiệm khai thác lâm sản, săn bắt động vật rừng của người dân địa phương.

- Các câu hỏi phỏng vấn cần đơn giản, dễ hiểu và có thể trả lời được. Tuy nhiên, các câu hỏi phỏng vấn cần tránh quá rõ ràng để đối tượng được phỏng vấn có thể nói dựa vào đó. Trình tự các câu hỏi phỏng vấn như sau:

+ Câu hỏi đầu tiên nên hỏi về số lượng các dạng (không phải về loài) của nhóm động vật quan tâm, đưa tên gọi chung chung, chẳng hạn: “Bác gặp bao nhiêu loài rùa ở địa phương mình?”. 

+ Có thể đề nghị người được phỏng vấn cho biết các loài mà họ đã biết, đã khai thác, đặc biệt tên địa phương.

+ Các câu hỏi tiếp theo có thể hỏi họ xem các loài động vật khác trông giống những loài mà người điều tra đang quan tâm không.

+ Trong quá trình phỏng vấn có thể đề nghị người được phỏng vấn mô tả tuần tự các loài mà họ đã biết.

+ Để xác định chính xác các loài quan tâm, các câu hỏi tiếp theo tập trung vào đặc điểm chi tiết và các đặc điểm nổi bật của loài dễ nhận diện như kích thước, màu sắc, tiếng kêu, tập tính..v.v.

+ Đối với các loài quý hiếm, có giá trị cần thu thập thêm các yếu tố đặc thù khác. Do vậy, người phỏng vấn cần phải chuẩn bị trước những ý định để làm sao thu thập được càng nhiều thông tin phục vụ cho mục đích điều tra. 

+ Để đảm bảo giá trị của những thông tin thu được, người điều tra cần lặp lại các câu hỏi ít nhất 2 lần nhưng theo cách khác nhau (không giống câu ban đầu); đôi khi cũng đặt ra các câu hỏi vu vơ, không cần chính xác. Ngoài ra, người phỏng vấn có thể  đưa ra các câu hỏi phụ (hoặc câu hỏi bẫy) để kiểm tra mức độ tin cậy của thông tin do người được phỏng vấn cung cấp (ví dụ đưa ra câu hỏi làm sai lệch đặc điểm nhận dạng, thời gian hoạt động hay tập tính của loài để xem phản hồi từ người được phỏng vấn). 

+ Tranh, ảnh con vật chỉ được sử dụng trong những tình huống nhất định và hết sức thận trọng. Người phỏng vấn cần chuẩn bị ảnh về các loài động vật ở khu vực đó và cả một số loài ở khu vực khác, thậm chí chỉ có ở nước ngoài. Mỗi loài tốt nhất nên có 3 tranh ảnh tự nhiên, hình dạng và sự khác biệt tính đực cái của loài. Các tranh ảnh phải thể hiện được những đặc điểm quan trọng để giúp xác định loài.

Một số tài liệu có ảnh màu được sử dụng trong phỏng vấn điều tra bò sát đã được giới thiệu trong mục 1 phụ lục 8.5 của bản hướng dẫn này, bao gồm: “Nhận dạng động vật hoang dã bị buôn bán” của Traffic Southeast Asia, Cục Kiểm lâm (2000); cuốn “Bò sát và Lưỡng cư Vườn Quốc gia Cúc Phương” năm 2003; cuốn “Nhận dạng một số loài bò sát - ếch nhái ở Việt Nam” của các tác giả Nguyễn Văn Sáng và cs (2005); cuốn ảnh màu “Herpetofauna of Vietnam” của các tác giả Nguyen Van Sang et al., (2009) và cuốn “Sách hướng dẫn thi hành luật về định dạng về các loài rùa cạn và rùa nước ngọt Việt Nam” của các tác giả  Douglas B. Hendrie et al., (2010, 2019, 2021).

Trong quá trình phỏng vấn luôn khuyến khích người dân cho xem những mẫu vật mà họ lưu giữ lại như động vật nuôi, mẫu ngâm rượu, mai, yếm, ... Đây là những minh chứng quan trọng có thể giúp xác định được chính xác loài. Ngày nay, với sự phát triển mạnh mẽ của công nghệ, điện thoại thông minh (Smart phone) đã được phổ rộng tại tất cả các vùng miền. Sau những đợt săn bắt, nhiều người có thói quen chụp ảnh lại những mẫu vật thu được. Do vậy, việc khai thác hình ảnh các loài động vật mà người dân chụp được thông qua chia sẻ Zalo, Facebook ... sẽ giúp xác định được thành phần loài dễ dàng hơn. Lưu ý, mẫu vật và các hình ảnh mà người dân chia sẻ cần phải có nguồn gốc tại địa điểm thực hiện điều tra. Các thông tin phỏng vấn được ghi chép vào mẫu biểu thiết kế sẵn (Tham khảo mẫu biểu điều tra thú). Lưu ý: các mẫu vật phải có nguồn gốc tại địa điểm thực hiện điều tra. 

Xử lý số liệu: Số liệu thu thập từ các phiếu phỏng vấn được nhập vào bảng excel theo các bộ câu hỏi để xác định các chỉ tiêu điều tra. Tuy nhiên, các số liệu cần được kiểm chứng trong quá trình điều tra thực địa.

2.2. Phương pháp điều tra theo tuyến

Mục đích: Phương pháp điều tra theo tuyến là một trong những phương pháp được sử dụng phổ biến và dễ thực hiện bởi các nhà khoa học đến cán bộ KBT. Phương pháp này ngoài việc có thể đáp ứng đầy đủ các chỉ tiêu về điều tra ĐDSH, còn được sử dụng trong kiểm kê, quan trắc. Do vậy, thực hiện điều tra tuyến và thu thập thông tin trên tuyến sẽ ảnh hưởng đến kết quả quan trắc vào các mùa hoặc năm tiếp theo.

Đối với nhóm bò sát, điều tra tuyến còn hỗ trợ cho thu thập mẫu vật để định loại và lưu trữ. Về cơ bản, điều tra theo tuyến đi bộ phần nào giống với tuần tra thường nhật. Tuy nhiên, tuyến điều tra là các đường mòn và được phân ranh giới, nơi có khuyến cáo cụ thể về việc có thể đi bộ, thời điểm đi bộ và những điều cần ghi chú.

Thời gian thực hiện: Trong ngày, thời gian điều tra bò sát trên tuyến được thực hiện vào cả ban ngày và ban đêm tùy thuộc vào nhóm loài điều tra (các loài rắn lục, Cạp nong, Cạp nia…thường kiếm ăn vào ban đêm nhưng nhiều loài kiếm ăn ban ngày như Sọc dưa, Hổ châu, Rắn ráo…). Theo kinh nghiệm, khả năng bắt gặp bò sát vào ban đêm cao hơn, các loài bắt gặp là các loài kiếm ăn đêm và thậm chí bắt gặp các loài kiếm ăn ngày nhưng ngủ trên các lùm cây hoặc cành cây dễ quan sát. Trong năm, thời điểm điều tra bò sát thuận lợi vào thời tiết nóng, ẩm, mưa nhiều (cuối mùa xuân đến đầu mùa thu ở miền Bắc và mùa mưa ở miền Nam). Do bò sát là động vật biến nhiệt nên ít hoạt động hơn vào thời tiết lạnh như mùa đông ở miền Bắc Việt Nam.

Cách thực hiện: Người điều tra đi chậm dãi dọc trên các tuyến đã được định sẵn với tốc độ 1,0-1,5 km/h, quan sát kỹ lưỡng vào các điểm quan trọng và lắng nghe tiếng kêu của con vật. Một số loài bò sát phát ra tiếng kêu, tiếng “phì”: Thạch sùng, Tắc kè, Hổ mang, Hổ chúa… hoặc tiếng rung lá do di chuyển của những loài sống trên các bụi cỏ hoặc trên cành lá. Trong quá trình điều tra trên tuyến, người điều tra quan sát trực tiếp bằng mắt thường hoặc ống nhòm trên mặt đất, trên thân cây, cành lá, dưới nước để phát hiện các loài qua hình dạng, màu sắc, cách di chuyển. Một số loài để lại vết tích trên đường đi hay gần cửa hang như vết trườn bò, phân, xác lột, ...

Vào ban đêm, nhóm điều tra gồm 3-4 người được trang bị bảo hộ lao động, dụng cụ y tế, đèn đội đầu đầy đủ và cả đèn pin dự phòng vì ban đêm thường có nhiều loài rắn độc hoạt động. Các tuyến khảo sát đêm có thể ngắn hơn ban ngày và nên được chuẩn bị trước khi thực hiện điều tra. Theo Phạm Nhật và cs (2003), cơ quan cảm giác của bò sát chưa phát triển nên khả năng phát hiện kẻ thù (tính nhạy cảm) của chúng kém so với chim và thú. Điều đó giúp chúng ta có thể đến gần để quan sát hay bắt giữ. Mặt khác, sau khi  chạy trốn, nếu xung quanh yên tĩnh thì 5 – 10 phút sau bò sát sẽ xuất hiện trở lại. 

Để tăng thêm hiệu quả điều tra tuyến, người điều tra có thể dùng gậy khua động vào các điểm nghi ngờ hay vạch tìm bò sát trong hang đất, khe đá, hốc cây, tán lá.

Khi quan sát thấy con vật, người điều tra sử dụng máy ảnh chụp lại hình ảnh; thu thập dữ liệu ghi vào sổ tay ngoại nghiệp hoặc biểu ghi mẫu được thiết kế sẵn: tọa độ ghi nhận, độ cao, sinh cảnh, loài, số lượng, nguồn thông tin, hành vi hoạt động tại thời điểm quan sát (Tham khảo mẫu biểu điều tra thú). Đối với những loài nghi ngờ hoặc chưa định loại được ngay cần thu lại mẫu. Người điều tra có thể dùng tay bắt ngay với những loài không nguy hiểm và đã biết chắc chắn; dùng vợt hoặc gậy bắt rắn bắt những loài nghi ngờ phục vụ tra cứu, định loại và làm mẫu, lấy mẫu phân tích ADN nếu cần thiết. 

Xử lý số liệu: số liệu thu được từ các phiếu điều tra tuyến được nhập vào excel để lưu trữ thông tin và xử lý phục vụ các chỉ tiêu điều tra.

2.3. Phương pháp điều tra điểm

Mục đích: Phương pháp điều tra điểm áp dụng chủ yếu cho các loài rùa biển (được trình bày chi tiết trong mục 3.5). Đối với các loài bò sát trong đất liền, phương pháp áp dụng chủ yếu đối với loài rùa mai mềm sống ở ao hồ (Rùa hoàn kiếm, Giải…). 

Điều tra điểm nhằm ghi nhận các thông tin về thành phần loài, xác định mật độ, kích thước quần thể và theo dõi hành vi của con vật. Các chỉ tiêu điều tra này sẽ được sử dụng cho các lần quan trắc tiếp theo. 

Cách thực hiện: Người điều tra lựa chọn các địa điểm cố định có khả năng bao quát trên một diện tích rộng lớn để gắn ống nhòm hoặc máy ảnh, máy quay phim để quan sát. Căn cứ vào tập tính hoạt động của các loài điều tra, kết hợp các thông tin phỏng vấn để xác định thời gian quan sát phù hợp. 

Tại các điểm quan sát, người điều tra quét từng đoạn hồ một lượt. Khi thấy mặt nước gợn sóng cần chú ý tập trung để quan sát rùa (ba ba) ngoi lên và đếm số lượng cá thể quan sát được. 

Phương pháp này hiện đang được áp dụng với loài Rùa hoàn kiếm tại hồ Đồng Mô và hồ Xuân Khanh (Hà Nội). Tuy nhiên, hiệu quả quan sát còn phụ thuộc vào yếu tố môi trường (nhiệt độ, thời tiết, mùa).
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Nguồn: Nguyễn Tài Thắng

Hình 02: Hoạt động quan sát Rùa hoàn kiếm tại hồ Đồng Mô

Xử lý số liệu: Số liệu thu được từ các phiếu điều tra điểm được nhập vào excel để lưu trữ thông tin và xử lý phục vụ các chỉ tiêu điều tra.
2.4. Phương pháp bắt thả bò sát bằng bẫy

Mục đích: Bẫy bắt là phương pháp nghiên cứu có hiệu quả đối với các loài rùa, nhông... vì chúng thường khó phát hiện trong quá trình khảo sát thực địa. Ngoài thiên nhiên, rùa thường ẩn mình dưới nước, tầng thực bì, các đám lá khô, hốc cây, hốc đá, thảm mục hoặc bụi rậm. Sử dụng bẫy ngoài mục đích xác định thành phần loài còn có thể xác định được mật độ và kích thước quần thể của chúng trong khu vực điều tra.

Loại bẫy và cách thực hiện: Hiện nay có nhiều loại bẫy được sử dụng để bẫy rùa: bẫy ống, bẫy hố, bẫy lồng, bẫy trôi nổi, bẫy phễu và lưới kéo. Ngoài ra, chúng ta cũng có thể sử dụng bẫy đánh cá, bẫy tôm, bẫy cua để khảo sát rùa vì có giá thành thấp khi mua hoặc tự chế. 

- Bẫy ống: Dụng cụ này thường dùng bắt Nhông cát sống trong hang. Bẫy gồm một ống bằng tre hoặc nhựa đường kính 2,5-3 cm, dài 3 cm, một cần bằng tre có thể bật mạnh, một sợi dây thắt thành thòng lọng buộc vào cần, đầu có thòng lọng mở ra trong lòng ống. Một mấu cài nằm phía sau ống. Bẫy đặt ở miệng hang. Khi nhông cát chui ra từ hang đi qua lòng ống có thòng lọng, đụng vào mấu cài làm cần bẩy bật mạnh kéo dây thòng lọng thắt vào thân hay cổ con vật. 
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	Bẫy lồng
	Bẫy trôi nổi
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	Bẫy phễu và lưới kéo
	Bẫy cá


Nguồn: Nguyễn Tài Thắng

Hình 03: Một số loại bẫy sử dụng điều tra rùa cạn và rùa nước ngọt
- Bẫy hố (hình 04): Bẫy hố được sử dụng để bắt các loài rùa hoặc thằn lằn sống trên mặt đất. Hố thường có kích thước 15 x 15 cm, sâu 30-40 cm. Các hố đào có hình bàn cờ cách nhau khoảng 100-200 m hoặc nằm dọc ven sông suối nơi có nhiều bò sát hoạt động. Bẫy hố là những bình hoặc giỏ nhỏ chôn xuống đất sao cho miệng bình hoặc giỏ ngang bằng với mặt đất. Chôn vài bẫy xuống đất cách nhau 1-2 m và có hàng rào giữa chúng. Nếu con vật chạm hàng rào nó sẽ men theo hàng rào cho đến khi rơi xuống bẫy. Đổ một ít nước vào bẫy để con vật không thể trèo ra ngoài được và hàng ngày kiểm tra bẫy để thu mẫu hoặc đo đếm rồi thả lại tự nhiên. Các mẫu thu được sẽ bao gồm các thú nhỏ, côn trùng, lưỡng cư nhỏ và thằn lằn. Tập hợp gồm 4-5 bình được nối với nhau bằng hàng rào gọi là giàn bẫy. Khoảng cách giữa các giàn bẫy từ 50-100 m. Đặt bẫy ở những nơi con vật thường qua lại. Số lượng bẫy tương ứng với tỷ lệ diện tích của sinh cảnh so với toàn khu vực. Đánh dấu nơi đặt bẫy để đặt lại lần sau. Kiểm tra bẫy hàng ngày và ghi chép lại những cá thể bị mắc bẫy và các thông tin liên quan (Nguyễn Quảng Trường và cs, 2020).
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(Nguồn: Jestrzemski et al., 2013, trích dẫn theo Nguyễn Quảng Trường và cs, 2020)

Hình 04: Thu mẫu bò sát bằng bẫy hố ở VQG Chư Mom Ray, Kon Tum

· Một số nguyên tắc cơ bản trong bẫy rùa:

Theo Tổ chức Bảo tồn Rùa châu Á (ATP), khi thực hiện bẫy rùa phục vụ điều tra, nghiên cứu cần tuân thủ các nguyên tắc sau:

- Loại bẫy và kích cỡ của bẫy phụ thuộc vào đối tượng bẫy.

- Tùy thuộc vào loài mà sử dụng mồi bẫy khác nhau, chẳng hạn các loài rùa có thể sử dụng cá nước ngọt, thịt hoặc trái cây.

- Hàng ngày kiểm tra bẫy để phát hiện con vật và chú ý an toàn cho bẫy.

- Không bao giờ được làm tổn thương hoặc làm chết rùa.

- Luôn luôn phải chắc chắn rằng rùa có thể ngoi lên mặt nước để thở khi mắc trong bẫy.

- Buộc bẫy vào những nơi chắc chắn để bẫy không bị kéo xuống sâu bởi những con rùa lớn.

Lưu ý: Vị trí đặt bẫy và tất cả các mẫu vật thu được tại các vị trí đặt bẫy đều phải ghi chép đầu đủ thông tin: ngày đặt bẫy, người điều tra, loại bẫy, sinh cảnh, khu vực điều tra, địa điểm thu mẫu, thời gian, loài dự kiến, tuổi, đực/cái, đánh dấu, sinh cảnh ...theo mẫu biểu thiết kế sẵn.

2.5. Phương pháp điều tra các loài rùa biển

2.5.1. Khảo sát hiện trạng rùa biển sinh sản tại các bãi đẻ

Nhóm khảo sát cần ít nhất 2 người một nhóm, một người sẽ phụ trách ghi
chép và một người sẽ thực hiện các công tác khác như gắn thẻ (nhãn), đo chiều
dài mai rùa..., số lượng nhóm có thể thay đổi phụ thuộc vào thời gian khảo sát và
chiều dài bãi đẻ.

Khi đi khảo sát cần di chuyển sát mép nước, hạn chế tối đa việc sử dụng
ánh sáng, gây tiếng động ảnh hưởng đến rùa mẹ. Khi phát hiện thấy dấu vết rùa
mẹ bò lên bãi, một người sẽ di chuyển chậm theo hướng dấu bò và tiếp cận quan
sát rùa biển. Nếu thấy rùa mẹ đang đào tổ thì phải dừng lại chờ đợi cho đến khi
rùa mẹ bắt đầu đẻ trứng. Sau khi rùa mẹ bắt đầu đẻ trứng, một người sẽ kiểm tra
thẻ gắn trên chân bơi phía trước của rùa biển. Sau đó tiến hành đo chiều dài và
chiều rộng của mai.

Phân loại rùa biển dựa vào đặc điểm hình thái và số lượng vảy trên đầu và
mai rùa. Trong trường hợp không phát hiện ra rùa mẹ mà chỉ có dấu vết bò lên
và bò xuống, cần xác định loài theo dấu và đo chiều rộng của dấu.

Sau khi rùa biển đẻ xong bắt đầu lấp ổ bằng chân sau, một người sẽ tiến
hành đeo thẻ cho rùa biển (cho những con không có thẻ hoặc thẻ bị mất hoặc hư
hại không nhìn rõ số). Thông tin về số thẻ và chiều dài, chiều rộng mai sẽ được
đọc cho người thứ hai ghi lại trong phiếu thu mẫu.

Đánh dấu vị trí của tổ trứng bằng cách bằng cách đo khoảng cách từ tổ
đến 2 cọc mốc đã được định trước, sao cho 3 vị trí này tạo thành hình tam giác
trong đó 3 cạnh đều có số liệu về khoảng cách. Trong trường hợp phải di dời ổ
trứng, phải tiến hành trong vòng 2 giờ sau khi rùa mẹ đẻ trứng.

2.5.2. Khảo sát hiện trạng rùa biển tại nơi sinh sống, kiếm ăn

Có thể sử dụng một trong các phương pháp sau để khảo sát rùa biển tại
nơi kiếm ăn của chúng:

- Phương pháp khảo sát theo mặt cắt: Dùng tàu hoặc ca nô chạy trên biển
theo tuyến đã được định trước. Quan sát bằng ống nhòm hai bên tàu để phát hiện
dấu hiệu rùa biển nổi lên trên mặt nước. Số liệu về khoảng cách từ vị trí phát
hiện thấy rùa biển đến điểm quan sát cần được ghi lại.

- Phương pháp đánh dấu-bắt lại: Có thể dùng lưới hoặc thủ công để bắt rùa
biển tại nơi sinh sống, kiếm ăn của chúng.

+ Bắt thủ công: Sử dụng xuồng máy chạy chậm trên khu vực rạn san hô
hoặc thảm có biển và quan sát. Nếu thấy rùa biển thì một người được trang bị
thiết bị lặn SCUBA sẽ lặn xuống phía trước mặt rùa biển, sau đó dùng tay túm
lấy phần mai phía trước sau gáy và phía sau của rùa biển, hướng rùa biển bơi lên
trên mặt nước.

+ Dùng lưới để bắt: Lưới được thiết kế dài từ 20 đến 100 m (tùy thuộc vào
địa hình và vị trí khu vực thả lưới) và cao 4 m, nổi trên mặt nước bằng hệ thống
phao. Đường kính mắt lưới phụ thuộc vào kích thước cá thể rùa biển cần thu,
nếu thu cả con non thì đường kính mắt lưới là 20 x 20 cm hoặc 30 x 30 cm, còn
nếu chỉ thu cá thể trưởng thành hoặc chưa trưởng thành có đường kính phải là
40 x 40 cm hoặc 50 x 50 cm. Lưới được cố định với neo có trọng lượng khoảng
8 kg bằng một sợi dây dài sao cho khi vướng lưới rùa biển vẫn có thể nổi lên
trên mặt nước để thở. Lưới bẫy rùa biển phải được kiểm tra thường xuyên vì rùa
biển phải nổi lên trên mặt nước để thở. Nếu chân trước rùa bị vướng lưới thì
chúng không thể tự nổi lên được và có thể bị chết đuối, đặc biệt là những con
non có kích thước mai nhỏ hơn 30 cm. Việc kiểm tra này phải do ít nhất 2 người
được trang bị kính lặn và ống thở thực hiện (không sử dụng dụng cụ lặn SCUBA
trong trường hợp này vì khí cụ lặn có thể vướng vào lưới). Nếu phát hiện rùa
biển vướng lưới, hai người sẽ lặn xuống một tay bám vào rìa trên mai của rùa
biển còn tay kia sẽ đẩy mạnh từ rìa dưới mai, đưa rùa biển từ dưới mặt lưới lên
trên mặt thuyền. Khu vực có thể thực hiện việc thu mẫu thường tại các rạn san
hô, rạn đá hoặc thảm cỏ biển, những nơi thường xuyên xuất hiện rùa biển kiếm
ăn. Lưới thường được để qua đêm. Các cá thể sau khi bị bắt được đưa lên tàu để
chụp ảnh và đánh dấu (bằng thẻ hoặc sơn vẽ trên mai), cân, đo chiều dài và
chiều rộng, xác định loài sau đó được thả lại ra tự nhiên. Việc bắt lại rùa biển có
thể một thời điểm hoặc nhiều thời điểm.

2.5.3. Khảo sát tổ trứng rùa và con non

Xác định số lượng trứng trong tổ, đo kích thước và khối lượng trứng. Quy
trình này phải được thực hiện trong vòng 2 giờ sau khi rùa biển hoàn thành việc
đẻ trứng hoặc sau tối thiểu 25 ngày ấp. Trước khi thực hiện, các dụng cụ và tay
người thực hiện phải được vệ sinh sạch sẽ, đặc biệt là các chất hóa học. Khi đưa
trứng lên bề mặt bãi cát, hạn chế tối đa việc làm đảo lộn quả trứng theo cả chiều
dọc lẫn chiều ngang.

Trứng được đưa lên bề mặt bãi cát và xếp theo hàng dọc mỗi hàng 10 quả.
Sau khi lấy hết trứng lên bề mặt tiến hành đếm và lấy ngẫu nhiên 10 quả trứng 
sao cho tất cả các khu vực của ổ trứng từ dưới đáy tổ cho đến miệng tổ đều có
đại diện. Trứng sau đó được lau sạch cát và cân khối lượng, đo đường kính cả
hai chiều rộng nhất và hẹp nhất. Tiếp theo phải phân loại trứng bình thường và
trứng không có noãn hoàng (thường là những quả trứng có kích thước nhỏ hoặc
nhiều quả dính liền nhau).

Tổ trứng sau khi đo và di chuyển được đánh dấu bằng thẻ, trên đó có ghi
các thông tin về số hiệu ổ trứng, ngày giờ làm tổ. Thẻ được làm bằng miếng vải
ni-lon hoặc nhựa có màu sắc dễ quan sát.

Thu thập số liệu về con non: Con non sau khi thu được sẽ được lựa chọn
ngẫu nhiên 10 cá thể để đo kích thước và cân nặng (bao gồm chiều dài và chiều
rộng phẳng mai, chiều dài và chiều rộng đầu, chiều dài và chiều rộng chân bơi
trước, cân nặng). Tất cả con non phải được thả ra biển ngay sau khi hoàn thành
việc đo, hạn chế tối đa việc giữ lại con non qua ngày. Sau khi con non đã rời tổ,
tiến hành đào ổ trứng và thực hiện các thao tác đếm các thông số có liên quan.

2.6. Điều tra các loài rắn biển

Do các loài rắn biển có nọc độc nguy hiểm nên phương pháp thu mẫu chủ
yếu là dùng lưới giã cào, cào đơn hoặc cào đôi tại các khu vực có phân bố nhiều
rắn biển là các thảm cỏ biển và rạn san hô. Có thể sử dụng nhiều kiểu lưới kéo:
lưới kéo đơn một tàu kéo, lưới kéo đôi hai tàu kéo, lưới kéo mạn, lưới kéo đuôi,
lưới kéo cá, lưới kéo tôm, lưới kéo moi, lưới kéo điệp, kéo san hô, kéo đáy, lưới
kéo tầng giữa, lưới kéo thủ công hay cơ giới, lưới kéo ván, kéo khung... Thời
gian kéo lưới cho mỗi lần thu mẫu là từ 1-3 giờ với tốc độ khoảng 6 đến 8
km/giờ.

Trong trường hợp không có điều kiện khảo sát riêng có thể thu thập mẫu
vật hoặc quan sát mẫu rắn của các tàu cá, chợ hải sản. 

2.7. Phương pháp thu mẫu

Bò sát là các loài có thể dễ dàng thu mẫu phục vụ nghiên cứu, định loại, trưng bày. Tùy thuộc vào yêu cầu lưu trữ tiêu bản có thể thu bắt để bảo quản hoặc nhất thiết phải thu mẫu các loài nghi ngờ để định loại và đặc biệt xét nghiệm ADN. Tuy nhiên, với những loài quý hiếm hạn chế thu mẫu hoặc thu bắt để đo đếm các chỉ tiêu hình thái sau tái thả lại tự nhiên. Để thu được mẫu bò sát có nhiều phương pháp khác nhau:

2.7.1. Thu bắt trực tiếp bằng tay


- Các loài bò sát có hệ thần kinh và giác quan kém phát triển hơn chim và thú nên dễ dàng thu bắt bằng tay. Dễ bắt hơn cả là các loài thằn lằn, thường chỉ dùng bàn tay trần (Việt Nam không có thằn lằn độc). Một số loài thằn lằn thuộc họ Thằn lằn bóng (Scincidae) và họ Tắc kè (Gekkonidae) rất dễ rụng đuôi nên chỉ túm vào phần đầu và thân. Đối với loài Tắc kè hoạt động nhiều về đêm nên dùng đèn pin nhấp nháy để nhử cho chúng xuống gần mặt đất rồi dùng vợt lỗ nhỏ hoặc tay để bắt.


- Đối với các loài rắn cần hết sức thận trọng vì có thể gặp các loài rắn độc gây nguy hiểm cho người bắt. Theo Phạm Nhật và cs (2003), nên coi tất cả rắn đều là rắn độc dù thực tế chỉ có khoảng 10% số loài rắn độc (ở Việt Nam, chúng thuộc các họ Rắn biển, Rắn lục và Rắn hổ). Rắn ở trên cây, trong bụi, trong khe hay hang hốc nên dùng gậy có móc ngoặc vào thân lôi ra. Khi bắt tốt nhất nên dùng gậy bắt rắn chuyên dụng hoặc dùng gậy có nạng hay móc sắt ở đầu đè phần trước cơ thể xuống đất để rắn không kịp tẩu thoát. Trường hợp bất đắc dĩ mới dùng roi hoặc gậy đập vào phần trước cơ thể, cách đầu 10 – 20cm (nếu đầu bị dập sẽ khó định loại, mẫu không còn giá trị), tiếp đó tìm cách đè đầu xuống rồi dùng 2 ngón tay giữ chặt lấy đầu rắn sao cho chúng không thể quay lại cắn, nhấc rắn lên khỏi mặt đất. Sau cùng đưa đầu rắn xuống dưới, ấn vào túi hoặc thùng rồi nhanh tróng đậy nắp. Thao tác này cần thực sự bình tĩnh và chính xác. 

Nếu bị rắn cắn, theo Phạm Nhật và cs (2003) cần bình tĩnh và xử lý tuần tự theo các bước sau:


+ Để nạn nhân ngồi hoặc nằm yên.

+ Dùng dây (cao su, ni lông hoặc giẻ xé từ khăn, áo, quần) buộc chẹn (ga rô) phía trên vết cắn để ngăn chất độc xâm nhập và phân tán trong cơ thể người. Khoảng 15 – 20 phút thì nới lỏng dây buộc trong vòng 15 giây.


+ Dùng cồn, dung dịch i ốt hay thuốc tím đậm đặc để tẩy rửa chất độc khỏi vết cắn.

+ Dùng dao sắc đã tiệt trùng hoặc hơ trên lửa rạch vết cắn rộng cho máu chảy ra, có thể hút liên tục 15 phút từ vết cắn bằng ống hút hoặc miệng (điều kiện là môi, xoang miệng không có vết loét nào và sau khi hút phải nhổ máu ra).


+ Buộc vết thương lại để tránh nhiễm trùng, rồi tìm thầy thuốc hoặc đưa nạn nhân đến cơ sở y tế gần nhất. Sự chậm chễ có thể dẫn đến hậu quả xấu.

Lưu ý: Người bị rắn cắn phải hạn chế tối đa vận động, không được uống rượu. Chỉ giữ dây buộc chẹn trong khoảng 2 giờ.


- Đối với các loài rùa có thể dùng tay bắt hoặc dùng vợt với các loài ở dưới nước. Bắt rùa không cần phương pháp riêng vì rùa di chuyển chậm và rất ít khi quay lại cắn. Tìm kiếm rùa tốt nhất là vào lúc sáng sớm.

2.7.2. Đào hang

Nhiều loài bò sát thường ẩn mình trong hang hốc (nhiều loài thằn lằn, rắn). Khi phát hiện thấy chúng không được đưa tay vào để móc vì có thể có rắn độc mà cần dẫn dụ chúng ra ngoài hoặc có thể đào hang để bắt. Người điều tra dùng một cây que dài chọc dò để xác định hướng đào và giữ dấu hang. Đào cẩn thận từ ngoài vào để lối vào hang không bị đất đào che lấp cho đến khi bắt gặp con vật, khi đó dùng tay (thằn lằn) hoặc dùng móc (rắn) để bắt.

2.7.3. Dùng dây thòng lọng

Đối với các cá thể ở cự ly xa và kích thước lớn có thể dùng dây thòng lọng buộc trên đầu gậy hoặc que nhỏ, khéo léo đưa vòng dây (rộng 3 – 5cm) đến đầu con vật quàng nhanh vào cổ. Nhiều khi thằn lằn rất thận trọng, chúng không cho đến gần, lẩn tránh rất nhanh vào khe hốc hay vật che khuất. Trong những trường hợp đó không để bóng người ngả trên mình con vật, bình tĩnh ngồi đợi 5-10 phút để chúng rời nơi ẩn náu và xuất hiện lại.

2.7.4. Câu

Đối với một số loài bò sát như thằn lằn bóng có thể dùng lưỡi câu có mắc mồi để câu chúng như câu cá. 

2.7.5. Dùng gậy hoặc kẹp bắt rắn

Một số loại gậy bắt rắn được dùng phổ biến hiện nay: gậy có nạng, móc, dây da hoặc kẹp ở đầu gậy. Dùng gậy có những phần này để ấn phần trước cơ thể rắn xuống đất. Sau đó tìm cách đè đầu rồi dùng tay hoặc panh kẹp nắm chặt vào cổ làm sao để rắn không quay đầu lại để cắn, nắm lấy đuôi và nhấc rắn lên khỏi mặt đất, đưa ra xa người. Cuối cùng tìm cách đưa đầu rắn vào túi hay thùng đựng. Cách bắt này đòi hỏi người bắt phải được huấn luyện thành thạo, thao tác nhanh và bảo đảm yếu tố an toàn. Kẹp bắt rắn là một ống rỗng có dây nối với một đầu là khóa giữ và một đầu có móc kẹp, khi bắt rắn có thể kẹp chặt đầu rắn vào móc kẹp. Dụng cụ này khá thuận tiện khi bắt rắn độc hoặc rắn trên cây.
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Hình 05: Gậy và kẹp bắt rắn

2.7.6. Sử dụng các loại bẫy bò sát

Một số loại bẫy được sử dụng trong nghiên cứu, thu thập mẫu bò sát: các loại bẫy bò sát ở cạn (bẫy ống, bẫy hố, bẫy lồng) và một số loại bẫy bò sát ở nước (bẫy trôi nổi, bẫy phễu và lưới kéo). Ngoài ra, chúng ta cũng có thể sử dụng bẫy đánh cá, bẫy tôm, bẫy cua để khảo sát rùa sống dưới nước.

2.8. Các phương pháp tính số lượng bò sát

Về cơ bản, phương pháp tính số lượng bò sát ngoài thiên nhiên tiến hành tương tự như chim và thú. Để phát hiện được các loài bò sát, chúng ta phải dựa trên các những đặc điểm về sinh thái và tập tính của con vật; hay nói cách khác, phải biết nơi sống, thời gian hoạt động nhiết nhất trong ngày, trong năm.

2.8.1. Tính mức độ phong phú

Phương pháp này chỉ cho được kết quả là chỉ số phong phú tương đối của bò sát trong vùng nghiên cứu (tần số gặp so với tổng số lần quan sát). Ở nước ta, trong những năm trước đây, các nhà động vật học thường chỉ ước tính mật độ tương đối dựa trên số lượng mẫu vật sưu tập được, tần suất (%) quan sát được, hoặc dựa vào lượng săn bắn. 

Mức độ phong phú tính theo Howes& Bakewell (1989): Căn cứ vào tỉ lệ phần trăm số lượng cá thể của mỗi loài trên tổng số lượng cá thể (của tất cả các loài bắt gặp) trong sinh cảnh quan tâm (P %) để xác định cấp số lượng của loài: 

· P ≥ 10% Rất nhiều hoặc ++++ (chiếm ưu thế); 

· 1% ≤ P < 10%: Nhiều hoặc +++; 

· 0,1% ≤ P < 1%: Trung bình hoặc ++; 

· P < 0,1%: Ít hoặc +.

2.8.2. Tính tần suất bắt gặp

Tần suất bắt gặp của loài trên 1km tuyến điều tra được xác định là: tổng số lượng cá thể bắt gặp chia cho tổng chiều dài các tuyến điều tra; nếu tuyến được điều tra bao nhiêu lần thì chiều dài tuyến được nhân lên bấy nhiêu lần (Vũ Tiến Thịnh, 2020).

Ngoài ra, tần suất bắt gặp có thể được tính theo điểm. Tần suất bắt gặp theo điểm của một loài động vật hoang dã là tỉ số giữa số điểm mà ở đó có ghi nhận được loài chia cho tổng điểm được điều tra.

2.8.3. Tính số lượng bò sát trên tuyến với bề ngang cố định

Hiện nay, phương pháp tính số lượng bò sát phổ biến vẫn là đếm trực tiếp số cá thể gặp được trên tuyến điều tra. Phương pháp này thường được áp dụng đối với các loài dễ bắt gặp, đặc trưng cho sinh cảnh. Với đa số loài, số lượng được tính tốt nhất trong mùa giao phối, lúc sáng sớm, thời tiết ấm, không gian yên tĩnh. Đối với những loài hoạt động đêm phải chọn thời gian điều tra thích hợp.

Theo Phạm Nhật và cs (2003), tính số lượng bò sát trên đường đi phải tuân theo nguyên tắc sau: 

- Đai tính rộng 3m, dài 1 – 1,5km với thằn lằn hoặc 5 – 6km với rùa cạn.

- Mỗi đai tính phải nằm trong phạm vi 1 sinh cảnh.

- Khi tính phải chú ý đến sự thay đổi hoạt động và số lượng bò sát theo mùa, theo ngày đêm.

- Tiến hành tính trong điều kiện thuận lợi nhất đối với bò sát.

- Các loài khác nhau cần dùng các phương pháp tính khác nhau.

- Có thể phát hiện qua vết bò (kỳ đà, trăn, rắn lớn, ba ba), xác lột hay phân thải. Với thằn lằn còn dựa vào hang của chúng nhưng cần có kinh nghiệm.

Mật độ bò sát được tính là số lượng cá thể bắt gặp chia cho diện tích tuyến/dải điều tra.

2.8.4. Phương pháp tính số lượng bò sát theo tuyến với bề ngang không cố định 

Về cơ bản, phương pháp tuyến thẳng góc giống như phương pháp điều tra động vật trên tuyến. Điểm khác ở đây là người điều tra phải xác định chính xác khoảng cách từ người quan sát tới con vật và góc lệch với tuyến điều tra. Các thông tin nà giúp người điều tra xác định được chiều rộng của tuyến điều tra và cuối cùng là tính chính xác mật độ động vật tại vùng điều tra. Mô hình phương pháp được phác họa trên hình 06. 
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Nguồn: Phạm Nhật và cs (2003)

Hình 06: Sơ đồ phương pháp điều tra tuyến thẳng góc

Trong đó: 

r -  Khoảng cách từ người điều tra đến con vật; an- Góc tạo nên giữa hướng quan sát với hướng tuyến điều tra; X- Khoảng cách vuông góc từ con vật đến tuyến điều tra.

Theo Phạm Nhật và cs (2003), cách tính mật độ quần thể loài như sau:

- Tính khoảng cách (m) vuông góc mỗi lần quan sát: 

X1 = r1 .  Sin a1
·  Tính khoảng cách vuông góc trung bình các lần quan sát:  

X  = (X1 + X2 + ....Xn)

·  Tính diện tích tuyến quan sát:    

ST  =  2 X . L  (L: là chiều dài tuyến)

·  Mật độ quần thể (D: cá thể/km2 hoặc ha):   





B      



D  =    

                                St     
B : Tổng số cá thể đếm được trên tuyến ;

St: Diện tích tuyến qui đổi ra km2 hoặc ha
Số liệu điều tra động vật trên tuyến thẳng góc được ghi chép theo mẫu biểu thiết kế sẵn.

2.8.5. Tính số lượng bò sát theo điểm, ô khảo sát

Phương pháp điều tra theo điểm chủ yếu áp dụng cho các loài rùa biển và các loài ba ba sống ở sông hồ (Rùa hoàn kiếm, Giải...). Cách tính số lượng bò sát trên các điểm điều tra theo Phạm Nhật và cộng sự (2003) nh​ư sau:

MĐC = SLC/nπr2T

Trong đó: 

MĐC: mật độ bò sát; SLC: số lượng bò sát đếm được; r: tầm xa phát hiện bò sát; T: % số cá thể quan sát thấy; n: số điểm tính hay số lần tính.

Mật độ cá thể loài trên các ô khảo sát được tính theo công thức (Nguyễn Quảng Trường và cs, 2020):

D = (n1+ n2) : 𝜋𝑟2m x loge [(n1 + n2) : n2]

Trong đó: 

D = mật độ (density), r = chiều rộng ô tiêu chuẩn, l = chiều dài tuyến (distance), m = số lần khảo sát, n1 = số lượng cá thể bắt gặp trong ô khảo sát số 1, n2 =số lượng cá thể bắt gặp trong ô khảo sát số 2. 

2.8.6. Phương pháp ước tính số lượng bò sát bằng phương pháp khoảng cách

Tham khảo hướng dẫn điều tra đa dạng sinh học thú.

2.8.7. Tính số lượng bò sát bằng phương pháp bắt – thả - bắt lại

Tham khảo hướng dẫn điều tra đa dạng sinh học thú. Các loài bò sát thường lột xác, do vậy không nên đánh dấu lên da con vật vì có thể gây mất dấu và ảnh hưởng đến độ chính xác của các phương pháp ước lượng.

2.9. Phân tích mẫu vật

2.9.1. Giữ mẫu sống

Bò sát bắt được đựng trong thùng gỗ mỏng, hay thùng sắt có lỗ, giỏ có nắp, túi vải, hoặc túi ni lông cho lẫn một chút rong rêu để giữ ẩm. Không đựng quá nhiều mẫu trong một thùng, một túi để tránh chúng cắn hoặc đè chết nhau. Không nhốt chung rắn lớn với rắn bé, rắn độc và rắn không độc. Tốt hơn cả là nhốt riêng từng nhóm: thằn lằn, rắn, rùa và tách chúng theo cớ lớn hay nhỏ.

Sau khi chụp ảnh mẫu vật, người điều tra cần ghi chép lại những thông tin cần thiết: tên loài, hình thái (hình dáng, màu sắc), thời gian bắt, nơi bắt, trạng thái con vật khi bắt, điều kiện thời tiết, nơi thu mẫu và người thu mẫu. Con vật sau khi ghi chép đầy đủ thông tin có thể thả lại tự nhiên hoặc giữ lại làm tiêu bản nghiên cứu với các cá thể bị chết, bị thương hoặc cần thu thập mẫu ADN.

2.9.2. Thu mẫu phục vụ nghiên cứu sinh học phân tử

Đối với nhóm bò sát hay lưỡng cư, việc thu mẫu phân tử rất quan trọng nhằm xét nghiệm kiểu gen (ADN) của những cá thể có đặc điểm hình thái sai dị với các cá thể khác cùng loài. 

Các mẫu này chủ yếu là dạng mẫu cơ, mẫu gan, mẫu máu, xương, hoặc mẫu nước bọt. Trước khi lấy mẫu ADN thì các dụng cụ lấy mẫu (panh, kéo, dao mổ) phải được rửa sạch bằng cồn và hơ qua lửa. Động tác này nhằm tránh lẫn lộn giữa các mẫu vật khác nhau. Tuyệt đối cách ly formalin đối với mẫu và dụng cụ lấy mẫu. Dụng cụ lấy mẫu ADN cũng cần được xếp riêng. Mẫu ADN sau khi lấy từ mẫu vật sẽ được cho vào ống tuýp nhỏ (0,5-2 ml) có chứa cồn tuyệt đối (95-99%) hoặc đã pha loãng 70%. Mẫu nước bọt có thể thấm vào bông rồi lưu giữ trong tuýp nhựa kín, tuy nhiên, mẫu dạng này khó có thể lưu giữ trong thời gian dài. Mẫu ADN cũng được ghi đúng theo ký hiệu của mẫu vật hoặc đánh số tương ứng với số mẫu vật. Các thông tin về mẫu ADN (tên loài, địa điểm thu thập, thời gian thu thập, người thu thập, số hiệu mẫu vật tương ứng) cũng cần được lưu giữ đầy đủ trong sổ sách hoặc máy tính.

Trên thực địa, mẫu ADN có thể giữ ở nhiệt độ thường trong một thời gian
ngắn nhưng chú ý để chỗ râm mát. Các tuýp mẫu ADN thường được sắp xếp
trong các hộp nhựa theo từng địa điểm và thời gian thu thập. Việc tiến hành
phân tích ADN hiếm khi được tiến hành ngay sau khi thu thập mẫu. Do vậy việc
lưu giữ mẫu ADN trong vòng nhiều năm là cần thiết để phục vụ công tác nghiên
cứu lâu dài. Trong phòng thí nghiệm, mẫu ADN phải được giữ ở nhiệt độ
khoảng -15oC đến -50oC, nếu không có tủ lạnh chuyên dụng thì có thể giữ trong
ngăn đá tủ lạnh.

2.9.3. Xử lý và bảo quản mẫu bò sát phục vụ định loại

Hiện nay có rất nhiều phương pháp xử lý và bảo quản mẫu vật phụ thuộc vào mục đích sử dụng. Các loại mẫu vật được xử lý, bảo quản ngoài mục đích chính là lưu giữ phục vụ nghiên cứu khoa học, một số loại còn để trưng bày và trang trí. Việc lưu giữ mẫu tốt sẽ đảm bảo cho việc khai thác, sử dụng mẫu lâu dài. Thông thường có 2 dạng mẫu vật, mẫu đã được định loại và mẫu chưa được định loại (mới thu thập hoặc chưa có chuyên gia định loại). Mẫu đã được định loại có thể sắp xếp vào các khu lưu trữ. Mẫu chưa được định loại nên để ở khu vực riêng để tạo điều kiện cho các chuyên gia có thể tiếp cận và phân tích dễ dàng.

Các mẫu vật bảo quản được chia thành 2 loại: mẫu ngâm và mẫu nhồi. Hướng dẫn này chỉ cung cấp kỹ thuật bảo quản mẫu ngâm phục vụ định loại loài.
Các hóa chất, dụng cụ cho xử lý mẫu cần đơn giản nhất để các cơ sở bảo tồn có thể tự thực hiện được mà vẫn đảm bảo được yêu cầu về mẫu. Hiện nay, cồn là hóa chất dễ dàng mua tại các hiệu thuốc, chi phí thấp và không độc hại bằng các hóa chất khác. Nhiều nhà khoa học xử dụng formalin để xử lý và bảo quản mặc dù có hiệu quả tốt trong việc lưu trữ mẫu nhưng chi phí cao, khó tìm kiếm, có tính độc hại cao và không thể xét nghiệm AND trong trường hợp đã ngâm hoặc tiêm vào cơ thể con vật. 

Trước khi xử lý mẫu cần chụp ảnh và ghi chú các đặc điểm hình thái vì màu sắc mẫu vật có thể thay đổi trong quá trình ngâm mẫu. Trình tự các bước thực hiện mẫu bò sát ngâm được thể hiện ởảng 02.
Bảng 02: Xử lý mẫu bò sát để bảo quản
	TT các bước
	Nội dung thực hiện

	Bước 1: Chuẩn bị
	- Hóa chất: cồn 90 độ và cồn 70 độ để trong các lọ nhựa bảo quản.

- Mẫu vật: Các loài bò sát còn sống (tốt nhất có cả đực và cái) được rửa sạch trước khi thực hiện xử lý mẫu. Lưu ý, thao tác nhẹ nhàng tránh làm đứt đuôi hoặc trầy xước con vật.

- Dụng cụ: dao mổ, kéo, kim chỉ, thẩu thủy tinh, lọ nhựa, panh, xi lanh, đĩa đựng mẫu, miếng xốp, ghim mẫu, etiket trong mẫu ngâm, chỉ buộc và nhãn bên ngoài, băng dính lớn.

- Các trang bị cá nhân: găng tay, khẩu trang.

	Bước 2: Gây mê mẫu và chụp ảnh
	- Gây mê mẫu vật bằng cách cho mẫu vào hộp nhựa rồi đổ cồn 90 độ  ngập cơ thể con vật để làm con vật mê man và mất phản xạ chạy, nhảy. Khi quan sát thấy con vật mê man, dùng kẹp gắp mẫu ra, để ráo nước, đặt lên giá thể trong tư thế tự nhiên để chụp ảnh. Cũng có thể sử dụng cồn tiêm vào đầu con vật làm con vật mê man. 

	Bước 3: Làm chết mẫu
	- Bắt mẫu thả vào lọ nhựa đã đổ sẵn cồn 90 độ và chờ con vật chết. Thông thường, các loài thằn lằn và rắn nhỏ thường chết trong thời gian 8-10 phút và 15-30 phút đối với các loài rắn lớn hoặc rùa (tùy thuộc vào kích cỡ).

- Quan sát con vật vừa chết dùng panh gắp con vật ra để cố định mẫu.

	Bước 4: Cố định mẫu
	Việc cố định mẫu cần đảm bảo mẫu có hình dạng dễ đo đếm các chỉ tiêu hình thái, quan sát hoặc phân tích sau này nhưng vẫn giữ được yếu tố thẩm mỹ nếu sử dụng cho trưng bày. 

- Đối với thằn lằn, rùa: Dùng ghim cố định con vật trên giá xốp theo hình dạng mong muốn (thông thường các chi thường để vuông góc, thân và đuôi duỗi thẳng để dễ dàng đặt thước đo).  

- Đối với các loài rắn: Dùng tay cuộn thân rắn theo vòng tròn nhỏ ước chừng vừa đủ lọ, thẩu bảo quản. 
Lưu ý: Đối với các loài bò sát có kích thước lớn:

+ Dùng dao mổ một vệt nhỏ dọc bụng đến lỗ huyệt để lấy nội tạng bỏ ra ngoài tránh bị phân hủy gây hư hại mẫu.

+ Dùng kim chỉ may lại vết mổ và rửa sạch bằng cồn 90 độ.

Theo các tài liệu trước đây, cố định mẫu thường đặt con vật vào hộp có phủ vải mềm, bông hoặc tấm kính rồi phủ vải màn hoặc giấy thấm lên trên. Biện pháp này chưa thể tạo được dáng của con vật tự nhiên vì mẫu vật thường bị nằm xẹp xuống.

	Bước 5: Tiêm hóa chất vào mẫu
	- Sau 2-3 giờ, khi các mẫu đã được định hình (cứng), dùng kim tiêm lấy cồn 90 độ tiêm vào bụng và các chi để cồn nhanh chóng xâm nhập vào cơ thể con vật tránh thối rữa.

- Tiêm từ từ cồn vào 4 chi và bụng mẫu vật. Tiêm vào đùi cần tiêm chéo theo bó cơ, tiêm vào bụng tại 2 vị trí là lỗ huyệt và viền sườn. Lúc tiêm tránh làm rách bụng mẫu vật, rách vảy.

	Bước 6: Đưa mẫu vào bảo quản
	- Sau khi mẫu vật đã được định hình và tiêm cồn, tiến hành gắn etyket cho mẫu vật. Etyket thường là mẩu giấy chuyên dụng (không bị mục khi ngâm trong cồn, formalin) ghi đầy đủ thông tin 2 mặt: 

+ Mặt trước ghi năm/tháng/ngày thu mẫu/số hiệu mẫu, ví dụ: 20210905002 (mẫu có số hiệu 002, thu ngày 05 tháng 09 năm 2021).

+ Mặt sau ghi tên người thu mẫu và địa điểm thu mẫu, ví dụ: A_Xuân Liên (ông A thu mẫu tại Xuân Liên). 

- Các mẫu sau khi được định hình, tiêm cồn, gắn etyket rửa sạch bằng cồn 90 độ và đưa vào thẩu bảo quản tạm thời trong thời gian 20 – 30 ngày. 

- Sau 20 – 30 ngày, các mẫu vật được vớt sang thẩu thủy tinh khác để bảo quản lâu dài trong môi trường cồn 70 độ. 

Chú ý: mẫu ngâm phải được ngập hoàn toàn trong dung dịch. Các thẩu ngâm mẫu phải được đậy kín nắp để hạn chế cồn bốc thoát hơi. Bên ngoài thẩu ngâm có dán nhãn.

	Bước 7: Dán nhãn
	- Ghi đầy đủ thông tin vào nhãn thẩu: Tên loài, họ, bộ, nguồn gốc, ngày xử lý mẫu, ngày giám định, người giám định.

- Dùng băng dính dán nhãn đã viết đầy đủ thông tin vào mặt ngoài thẩu ngâm mẫu vật.

	Bước 8:

Thu dọn
	- Thu dọn và vệ sinh sạch sẽ dụng cụ. Hóa chất còn thừa được cất đúng nơi quy định.

- Thẩu ngâm mẫu vật được đặt ở nơi an toàn, thoáng mát, tránh ánh nắng trực tiếp hoặc bị hắt mưa.

- Các mẫu vật được ghi chép đầy đủ thông tin vào sổ quản lý mẫu và lưu trữ cả dạng bản mềm (bao gồm thông tin mẫu và cả hình ảnh mẫu trước và sau khi xử lý mẫu).


Nguồn: Giang Trọng Toàn

2.9.4. Đóng gói và vận chuyển mẫu

Mẫu sau khi xử lý và bảo quản được bọc, gói, đưa vào các thùng đựng
mẫu chuyên dụng và vận chuyển về phòng thí nghiệm phân tích. Quá trình vận
chuyển mẫu vật cũng cần chú ý tránh hư hỏng hoặc làm biến dạng. Mẫu di
chuyển xa nên được bọc trong vải màn thấm cồn, để trong các lớp túi nilon
hàn/buộc kín và đặt trong hộp cứng, chèn bằng vật liệu xốp và mềm, có nắp kín
tránh dung dịch ngâm mẫu bốc hơi. Trong và ngoài bao bì vận chuyển cần có
các ghi chú kèm theo về bảo quản mẫu. 

2.9.5. Lưu giữ và bảo quản mẫu vật

a. Phòng lưu giữ và phòng phân tích mẫu vật

Kích thước của phòng lưu giữ mẫu cần đảm bảo đủ lớn để có thể sắp xếp
các giá đựng mẫu và đủ không gian để có thể di chuyển mẫu khi cần thiết. Chú ý
xây dựng nhiều cửa ra vào để có thể dễ dàng di chuyển mẫu vật, trong trường
hợp hỏa hoạn yêu cầu phải có cửa thoát hiểm. Phòng nên thoáng, mát, không
cần nhiều cửa sổ vì ánh sáng trực tiếp của mặt trời có thể làm hư hại đến mẫu
vật. Phòng nên được trang bị một số quạt thông gió, máy hút ẩm và điều hoà
(nếu có thể) nhằm hạn chế sự bốc hơi của cồn và duy trì nhiệt độ phòng từ khoảng 20 – 25oC. Trong phòng cũng cần bố trí nhiệt kế, ẩm kế để theo dõi nhiệt
độ, độ ẩm.

Bên cạnh đó cần có riêng một phòng đựng trang thiết bị: hóa chất, trang
thiết bị nghiên cứu và xử lý mẫu, các xe đẩy để di chuyển mẫu, lọ đựng mẫu, giá
đựng mẫu, dụng cụ đo độ cồn... Do phòng lưu trữ mẫu có nhiều dạng hóa chất
dễ cháy (cồn) nên đặc biệt chú ý đến công tác phòng chống cháy nổ cho khu vực
này. Cần lưu ý có khu vực riêng để và xử lý chất thải độc hại như formalin.
Phòng phân tích mẫu cần bố trí bên cạnh phòng mẫu để thuận lợi cho cán
bộ chuyên môn khi cần phân tích mẫu. Trong phòng này cần chú ý lắp đặt bàn
bằng vật liệu không bắt lửa (gạch men, inox, đá) để phân tích mẫu, xử lý mẫu,
lấy mẫu ADN, khu vực riêng để nhuộm xương, khu vực lưu trữ mẫu mới thu ở
thực địa về. Chú ý làm các bồn nước phục vụ công tác xử lý và bảo quản mẫu.
Một số trang thiết bị quan trọng đi kèm trong phòng phân tích mẫu là các loại
panh, kéo, thước kẹp, kính lúp soi nổi. Ở điều kiện khí hậu nhiệt đới kính lúp rất
dễ bị mốc do vậy cần có tủ và nơi cất giữ riêng cho các thiết bị cần giữ khô.

b. Tủ đựng mẫu

Tủ đựng mẫu thường được làm bằng kim loại, có 4 hoặc 6 ngăn (ít khi
dùng tủ gỗ cho mẫu ngâm vì độ bền không cao và rất dễ mốc, khó lau chùi). Tủ
sắt cần có khoá và ô nhỏ để ghi tên các khay mẫu chứa bên trong. Mẫu vật của
mỗi họ hoặc mỗi giống có thể xếp riêng một tủ hoặc nhiều hơn nhưng chú ý xếp
liền nhau và cố gắng theo hệ thống phân loại và theo vùng phân bố địa lý. Các mẫu cỡ lớn có thể được đựng bằng một số thùng kim loại có bọc viền cao su hoặc nhựa. Tuy nhiên, nếu chưa có điều kiện có thể thay thế bằng thùng nhựa
nhưng phải thường xuyên kiểm tra vì thùng nhựa có độ bền không cao.

c. Bình đựng mẫu

Bình đựng mẫu nên làm bằng chất liệu thủy tinh, có nắp kín và bên trong
có lớp lót cao su hoặc lớp nhựa dẻo để đảm bảo cồn không bay hơi. Kích thước
và hình dạng bình đựng mẫu tùy thuộc vào kích cỡ của mẫu nhưng dạng phổ
biến nhất là bình hình trụ có chân đế loe rộng (hình 07). Đôi khi, có thể
dùng bình nhựa nhưng độ bền kém hơn. Trong trường hợp nắp bình thủy tinh
không kín có thể dùng băng parafin, sáp mỡ va-dơ-lin, hoặc nến để phủ vào khe
hở nhưng việc lấy mẫu ra sẽ không tiện lợi.
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Hình 07: Tủ đựng mẫu và bình đựng mẫu

2.10. Phân tích định loại

2.10.1. Nhận diện nhanh bò sát bằng tài liệu tra cứu

Để định loại các mẫu vật cần phân tích các đặc điểm hình thái của mẫu
vật thu được rồi so sánh với mô tả của các loài theo các tài liệu đã công bố. Định
loại mẫu vật hoặc kiểm tra việc định loại qua hình ảnh thu thập được: có thể cần
sự trợ giúp của các chuyên gia nghiên cứu về các lĩnh vực khác nhau. Tuy nhiên,
cán bộ Kiểm lâm hoặc cán bộ kỹ thuật của một số VQG hoặc KBT cũng có thể định loại một số loài động vật quen thuộc hoặc có kích cỡ lớn như trăn, kỳ đà, rắn, rùa, tắc kè thông qua tham khảo tài liệu, đặc biệt là các bài báo hoặc sách chuyên khảo. Các tài liệu nhận dạng hiện nay có nhiều và in bằng nhiều thứ tiếng khác nhau, một số tài liệu nhận dạng nhanh như: 

+ Traffic Southeast Asia, Cục Kiểm lâm (2000), Nhận dạng động vật hoang dã bị buôn bán. Nhà xuất bản Nông nghiệp, Hà Nội.

+ Vườn Quốc gia Cúc Phương (2003), Bò sát và Lưỡng cư Vườn Quốc gia Cúc Phương. Nhà xuất bản Nông Nghiệp, Hà Nội.

+ Nguyễn Văn Sáng, Hồ Thu Cúc, Nguyễn Quảng Trường và Nguyễn Vũ Khôi (2005), Nhận dạng một số loài bò sát - ếch nhái ở Việt Nam. Nhà xuất bản nông nghiệp, Hà Nội.

+ Nguyen Van Sang, Ho Thu Cuc and Nguyen Quang Truong (2009), Herpetofauna of Vietnam, Edition chimaira, frankfurt am Main.
+ Douglas B. Hendrie, Bùi Đăng Phong, Tim McCormack, Hoàng Văn Hà, Peter Paul van Dijk (2010; 2019), Sách hướng dẫn thi hành luật về định dạng về các loài rùa cạn và rùa nước ngọt Việt Nam. Trung tâm giáo dục thiên nhiên (ENV), Trung tâm Bảo tồn Rùa Cúc Phương (TCC), Chương trình bảo tồn Rùa Châu Á (ATP) thuộc tổ chức Indo-Myanmar Conservation (IMC).

+ Douglas B. Hendrie, Bùi Đăng Phong, Tim McCormack, Hoàng Văn Hà, Peter Paul van Dijk, Nguyễn Tài Thắng, Nguyễn Thành Luân (2021), Sách hướng dẫn thi hành luật về định dạng về các loài rùa cạn và rùa nước ngọt Việt Nam. Trung tâm giáo dục thiên nhiên (ENV), Trung tâm Bảo tồn Rùa Cúc Phương (TCC), Chương trình bảo tồn Rùa Châu Á (ATP) thuộc tổ chức Indo-Myanmar Conservation (IMC).

2.10.2. Các đặc điểm hình thái dùng trong phân loại bò sát

Hiện nay, tiêu chuẩn hình thái là một chỉ tiêu quan trọng để xác định loài. Chỉ tiêu này có nhiều ưu điểm trong việc xác định nhanh loài và dễ thực hiện. 

· Các chỉ số đo hình thái của thằn lằn

Theo Nguyễn Quảng Trường và cs (2020), một số chỉ tiêu hình thái được sử dụng trong phân loại thằn lằn như bảng 03. Các số đo thường được thực hiện trên mẫu vật ngâm, dùng thước kẹp có độ chính xác đến 0,1 mm (hình 08 – 11). 

Bảng 03: Chỉ số đo hình thái cơ bản của thằn lằn

	TT
	Tên đặc điểm
	Ký hiệu
	Mô tả

	1
	Chiều dài thân 
	SVL
	Từ mút mõm đến rìa trước lỗ huyệt

	2
	Chiều dài đuôi 
	TL
	Từ rìa sau lỗ huyệt đến mút đuôi
(cần ghi chú nếu đuôi tái sinh)

	3
	Chiều dài đầu 
	HL
	Từ mút mõm đến mép sau tai

	4
	Chiều rộng đầu 
	HW
	Bề ngang nơi rộng nhất của đầu

	5
	Chiều cao đầu 
	HH
	Từ nóc chẩm đầu đến mặt dưới hàm

	6
	Đường kính mắt 
	OD
	Đường kính lớn nhất của mắt

	7
	Chiều dài mõm 
	SE
	Từ mút mõm đến bờ trước mắt

	8
	Khoảng cách mắt-lỗ tai 
	EE
	Từ bờ sau của mắt đến bờ trước lỗ tai

	9
	Khoảng cách gian mũi 
	IND
	Khoảng cách giữa hai lỗ mũi

	10
	Khoảng cách gian ổ mắt 
	IOD
	Khoảng cách bờ trong hai ổ mắt

	11
	Đường kính lỗ tai 
	ED
	Đường kính lớn nhất của lỗ tai

	12
	Khoảng cách nách-háng 
	AG
	Khoảng cách từ nách đến háng

	13
	Chiều dài cẳng tay 
	ForeaL
	Từ khuỷu đến gốc bàn tay

	14
	Chiều dài ống chân 
	SL
	Từ đầu gối đến gốc bàn chân

	15
	Chiều dài ngón tay thứ nhất 
	LeF1
	Từ gốc đến mút ngón 1

	16
	Chiều dài ngón tay thứ tư 
	LeF4
	Từ gốc đến mút ngón 4

	17
	Chiều dài ngón chân thứ
nhất
	LeT1
	Từ gốc đến mút ngón 1

	18
	Chiều dài ngón chân thứ tư 
	LeT4
	Từ gốc đến mút ngón 4

	19
	Chiều rộng vảy mõm 
	RW
	

	20
	Chiều cao vảy mõm 
	RH
	

	21
	Chiều rộng vẩy cằm 
	MW
	Chỗ rộng nhất của vẩy cằm

	22
	Chiều dài vẩy cằm 
	ML
	Chỗ dài nhất của vẩy cằm

	23
	Số vẩy môi trên 
	SPL
	

	24
	Số vẩy môi dưới 
	IFL
	

	25
	Vẩy bao quanh lỗ mũi 
	N
	Không kể vẩy mõm và vẩy môi, gồm: vảy mũi-mõm, vảy trên mũi, vảy sau mũi

	26
	Vẩy gian mũi 
	I
	

	27
	Số vẩy theo hàng ngang
giữa hai vẩy môi trên thứ
năm đi qua mặt trên của đầu
	SC5SPL
	

	28
	Số vẩy gian ổ mắt 
	IO
	Hàng vẩy nằm giữa hai góc trước ổ mắt

	29
	Gai mí mắt
(ở một số loài tắc kè)
	CS
	Hàng gai ở rìa mí mắt trên

	30
	Vẩy sau cằm 
	PM
	Vẩy bao quanh phía sau tấm cằm trừ vẩy môi dưới

	31
	Vẩy họng 
	GP
	Vẩy bao quanh các vẩy sau cằm

	32
	Vẩy quanh u lồi 
	GSDT
	Số vẩy bao quanh các u lồi ở giữa thân

	33
	Số hàng u lồi ngang lưng 
	DTR
	Số hàng u lồi quanh giữa lưng

	34
	Số hàng vẩy bụng 
	V
	Số hàng vẩy bụng theo chiều ngang ở chính giữa thân

	35
	Vẩy từ sau cằm đến lỗ huyệt 
	SMC
	Số vẩy chạy dọc thân từ tấm cằm đến bờ trước lỗ huyệt

	36
	Số hàng vẩy thân 
	MS
	Số hàng vẩy quanh giữa thân

	37
	Số lỗ trước huyệt 
	PP
	Thường ở con đực, đôi khi con cái cũng có lỗ huyệt nhưng không rõ ràng

	38
	Lỗ đùi 
	FP
	

	39
	Mấu lồi sau lỗ huyệt 
	PAT
	

	40
	Bản mỏng dưới ngón tay
thứ nhất
	LF1
	

	41
	Bản mỏng dưới ngón tay
thứ tư
	LF4
	

	42
	Bản mỏng dưới ngón chân
thứ nhất
	LT1
	

	43
	Bản mỏng dưới ngón chân
thứ tư
	LT4
	


Nguồn: Nguyễn Quảng Trường và cs, 2020

Các đặc điểm mô tả: Kích thước cơ thể (lớn, trung bình hay nhỏ); đầu (cao hay dẹp, có gờ hay không); vẩy (nhỏ lấm tấm, dạng nốt sần hay hình lục giác); có chân hay không; đuôi (dài, ngắn, tròn hay dẹp bên); lưỡi (dài, ngắn, chẻ đôi hay không); mí mắt dưới (dạng đĩa lớn ở giữa hay dạng vảy); lỗ tai (lõm sâu hay nông). 
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Nguồn: Bourret (1942), Manthey & Grosmann (1997) 
Hình 08: Các tấm vảy ở đầu thằn lằn

Ghi chú: 1.Trán; 2. Trước trán; 3. Trán – mũi; 4. 5; Trên mũi; 6. Mõm; 7. Má; 8. Sau mũi; 9. Trên ổ mắt; 10. Trán đỉnh; 11. Gian đỉnh; 12. Đỉnh; 13. Gáy; 14. Trước ổ mắt; 15. Trên mi; 16. Mép trên; 17. Cằm; 18. Sau cằm; 19. Mép dưới; 20. Thái dương; 21. Họng; 22. Màng nhĩ.
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Nguồn: Bourret (1942), Manthey & Grosmann (1997); trích theo Nguyễn Quảng Trường và cs, 2020 
Hình 09: Mặt dưới bàn chân thằn lằn

Ghi chú:

a, Gekko gecko (bản mỏng không chia);b, Hemidactylus frenatus (bản mỏng dài); c, Eutropis longicaudata; d, Takydromus sexlineatus
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(Nguồn: Zhao & Adler, 1993; trích theo Nguyễn Quảng Trường và cs, 2020) 

Hình 10: Các dạng vẩy của thằn lằn
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(Nguồn: Behler, 1979; trích theo Nguyễn Quảng Trường và cs, 2020)
Hình 11: Các đặc điểm hình thái mặt trên đầu thằn lằn

· Các chỉ số đo hình thái cơ thể rắn

Theo Nguyễn Quảng Trường và cs (2020), một số chỉ tiêu hình thái  được sử dụng trong phân loại rắn như bảng 04. Các số đo thường được thực hiện trên mẫu vật ngâm, dùng thước kẹp có độ chính xác đến 0,1 mm (hình 12 – 17). 

Bảng 04: Các đặc điểm hình thái cơ bản của rắn

	TT
	Tên đặc điểm
	Ký hiệu
	Mô tả

	1
	Chiều dài thân 
	SVL
	Từ mút mõm đến rìa trước lỗ huyệt

	2
	Chiều dài đuôi 
	Lcd
	Từ rìa sau lỗ huyệt đến mút đuôi

	3
	Chiều dài toàn bộ cơ thể 
	TL
	Từ mút mõm đến mút đuôi

	4
	Đường kính thân 
	BD
	Đường kính lớn nhất của thân

	5
	Chiều dài đầu 
	HL
	Từ mút mõm đến mép sau của hàm dưới (hoặc rìa sau của vẩy đỉnh)

	6
	Chiều rộng đầu 
	HW
	Chỗ rộng nhất của đầu

	7
	Đường kính mắt 
	ED
	Đường kính mắt theo chiều ngang

	8
	Khoảng cách mắt mũi 
	END
	Từ rìa trước ổ mắt đến rìa sau lỗ mũi

	9
	Chiều dài mõm 
	SL
	Từ mút mõm đến rìa trước ổ mắt

	10
	Khoảng cách gian ổ mắt 
	IO
	Khoảng cách mép trong của hai ổ mắt

	11
	Vẩy trên ổ mắt 
	SO
	Số lượng vẩy trên ổ mắt

	12
	Vẩy trước ổ mắt 
	PrO
	Số lượng vẩy trước ổ mắt

	13
	Vẩy sau ổ mắt 
	PtO
	Số lượng vẩy sau ổ mắt

	14
	Vẩy dưới ổ mắt 
	SubO
	Số lượng vẩy dưới ổ mắt

	15
	Vẩy trước trán 
	PF
	Số lượng vẩy trước vẩy trán

	16
	Vẩy trán 
	F
	

	17
	Vẩy đỉnh 
	P
	

	18
	Vẩy mõm 
	R
	

	19
	Vẩy mũi 
	N
	

	20
	Vẩy má 
	L
	

	21
	Vẩy thái dương (thái dương
trước và sau)
	T (Ta; Tp)
	Hàng vẩy nằm giữa vảy đỉnh và hàng vẩy môi trên

	22
	Vẩy gian mũi 
	IN
	

	23
	Vẩy cằm 
	M
	

	24
	Vẩy bụng 
	V
	Số vẩy chạy dọc bụng từ sau vảy cằm cho đến tấm hậu môn

	25
	Vẩy dưới đuôi 
	Scd
	Số vẩy chạy dọc từ sau lỗ huyệt đến mút đuôi (nguyên hoặc chia đôi)

	26
	Số hàng vẩy thân thứ nhất 
	Sq1
	Tính ở vị trí cách đầu 1 khoảng bằng
chiều dài đầu

	27
	Số hàng vẩy thân thứ hai 
	Sq2
	Tính ở giữa thân (giữa đầu và lỗ huyệt)

	28
	Số hàng vẩy thân thứ ba 
	Sq3
	Tính ở vị trí cách lô huyệt 1 khoảng bằng chiều dài đầu

	29
	Vẩy trước lỗ huyệt
(còn gọi là tấm hậu môn)
	C hoặc A
	Vảy ngay phía trước lỗ huyệt (nguyên hoặc chia đôi)


Nguồn: Nguyễn Quảng Trường và cs, 2020 
Các đặc điểm mô tả: kích thước cơ thể (dài, ngắn, to, nhỏ); có di tích chi sau (mấu cựa) hay không; hình dạng đầu; hình dạng đuôi; hình dạng và cách sắp xếp của vẩy; kích thước mắt; có hay không có hố má; có hay không có răng độc;..v.v.
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(Nguồn: Manthey and Grossmann, 1997; trích theo Nguyễn Quảng Trường và cs, 2020)

Hình 12: Vảy và tấm đầu ở rắn

Ghi chú: F. Vảy trán; P. Vảy đỉnh; Pf. Vảy trước trán; IN. Vảy gian mũi; M. Vảy cằm; R. Vảy mõm; SL. Vảy mép trên; IL. Vảy mép dưới; MA. Vảy sau trước cằm; MP. Vảy sau cằm sau; G. Vảy họng; N. Vảy mũi; L. Vảy má; Pro. Vảy trước mắt; Pto. Vảy sau mắt; Subo. Vảy dưới mắt; T. Vảy thái dương.
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Nguồn: Behler, 1979; trích theo Nguyễn Quảng Trường và cs, 2020)
Hình 13: Mặt trên của đầu rắn
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(Nguồn: Behler, 1979; trích theo Nguyễn Quảng Trường và cs, 2020)
Hình 14: Các đặc điểm hình thái mặt bên của đầu rắn
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(Nguồn: Manthey and Grossmann, 1997; trích theo Nguyễn Quảng Trường và cs, 2020) 

a. Đếm xiên; b. Đếm theo hình chữ V; c. Đếm sole

Hình 15: Cách đếm số hàng vảy thân của rắn
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(Nguồn: Manthey and Grossmann, 1997; trích theo Nguyễn Quảng Trường và cs, 2020) 

Hình 16: Vảy bụng, vảy dưới đuôi và tấm huyệt
Ghi chú: Vảy bụng (V) có hoặc không có khuyết ở bên, vảy dưới đuôi (SC) nguyên (xếp 1 hàng) hoặc kép (2 hàng), tấm hậu môn (A) có thế nguyên hay chia.
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(Nguồn: Zhao & Adler, 1993; trích theo Nguyễn Quảng Trường và cs, 2020)
Hình 17: Vẩy trước lỗ huyệt (vảy hậu môn) và vẩy dưới đuôi của rắn

· Các chỉ số đo hình thái cơ thể rùa

Theo Nguyễn Quảng Trường và cs (2020), một số chỉ tiêu hình thái  được sử dụng trong phân loại rùa như bảng 05. Các số đo thường được thực hiện trên mẫu vật ngâm, dùng thước kẹp có độ chính xác đến 0,1 mm (hình 18 – 21). 

Bảng 05: Các số đo và đếm hình thái rùa

	TT
	Tên đặc điểm
	Ký hiệu
	Mô tả

	1
	Chiều dài mai 
	CL
	Từ bờ trước tấm gáy đến mép sau tấm trên đuôi (đo khoảng cách thẳng đối với rùa nước ngọt, khoảng cách cong đối với rùa biển)

	2
	Chiều cao mai 
	CD
	Từ yếm đến chỗ cao nhất của mai

	3
	Chiều rộng mai 
	CW
	Chiều rộng của mai qua các tấm rìa (mép) 5-9 (CW5-9)

	4
	Chiều dài đuôi 
	LT
	Từ mép trước khe huyệt đến mút đuôi

	5
	Chiều dài yếm 
	PL
	Từ mép trước đến mép sau yếm

	6
	Chiều dài thùy trước yếm 
	APL
	

	7
	Chiều dài thùy sau yếm 
	PPL
	

	8
	Chiều rộng thùy trước yếm 
	APW
	

	9
	Chiều rộng thùy sau yếm 
	PPW
	


Mai và yếm rùa cấu tạo bởi lớp xương cứng, bên ngoài phủ các tấm vẩy sừng. Vị trí các xương và các tấm vẩy sừng trên đầu, mai và yếm như hình vẽ dưới đây. Ngoài ra cần mô tả thêm các đặc điểm: mai (cứng hay mềm); chân (có ngón chân hay dạng mái chèo); ngón chân có hay không có màng bơi; vuốt; hình dạng mõm; hình dạng đầu;… 
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(Nguồn: Ernst & Barbour, 1989; trích theo Nguyễn Quảng Trường và cs, 2020)
Hình 18: Vị trí các tấm vảy trên đầu rùa

[image: image106.png]w585 & Gizo trinh Giam sat BDSH_Final (2.3.2020).pdf - Foxic Reader

B tome  comment FI&Son  Vew Fom  Potect  Shwe  Comnect  Hep Q) Telmewhatyouwant todo. i [Fnd

Huong dan dieu tra D... ) Gao trinh Gam sat D...  x

(Nguén: Ernst & Barbour, 1989)

e =

Hinh 6.11. Vj tri cic xwong trén mai va yém ria
(Ngudn: Ernst & Barbour, 1989)

Vi tri céc xwong trén mai ria: n = xuong séng, ¢ = xuong suon, p = xuong ria (ngoai bién)

At q[112/158 Wy ENE





(Nguồn: Ernst & Barbour, 1989; trích theo Nguyễn Quảng Trường và cs, 2020)
Vị trí các xương trên mai rùa: n = xương sống, c = xương sườn, p = xương rìa (ngoại biên)

Hình 19: Vị trí các xương trên mai và yếm rùa
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(Nguồn: Ernst & Barbour, 1989; trích theo Nguyễn Quảng Trường và cs, 2020)
Mai: m = tấm rìa, v = tấm sống, p = tấm sườn. Yếm: i = tấm dưới rìa

Hình 20: Vị trí các tấm sừng trên mai và yếm rùa
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Nguồn: Hoang et al., 2012

Ghi chú: Lca. Dài mai; Wca. Rộng mai; Hca. Cao mai; TaiL. Dài đuôi

Hình 21: Đo các phần cơ thể rùa

PHỤ LỤC 16.4
PHƯƠNG PHÁP ĐIỀU TRA ĐA DẠNG SINH HỌC LƯỠNG CƯ
1. Công tác chuẩn bị

1.1. Chuẩn bị trang thiết bị, dụng cụ và vật tư

Tùy thuộc vào mục đích điều tra và điều kiện của nhóm tham gia khảo sát, trang thiết bị có thể được cung cấp đầy đủ với chất lượng cao hơn hoặc chỉ là những dụng cụ thiết yếu. Những dụng cụ cần thiết khi thực hiện công tác khảo sát có thể bao gồm (Hình 1):
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Hình 2.1: Một số dụng cụ cần thiết phục vụ điều tra lưỡng cư 

a) Máy ảnh, b) Đèn pin đội đầu, c) Máy định vị vệ tinh (GPS), d) Máy đo nhiệt độ-độ ẩm, e) Míc thu âm, f) Máy thu âm, f) Bộ dụng cụ làm mẫu,                      h) Ống típ dùng đựng mẫu ADN  

Sổ ghi chép, bút chì, bút đánh dấu, bút ghi mực không thấm nước, giấy trắng.

Các loại hóa chất cần thiết như Cồn (96o), Cồn tuyệt đối, Etyl axetat, formalin.

Ống nhòm, máy ảnh, máy quay phim, đồng hồ.

Dụng cụ dùng để thu tiếng kêu: Máy ghi âm và míc thu âm. 

Dụng cụ lấy mẫu eDNA: Máy lọc nước qua màng Backpack ANDeTM, màng lọc eDNA, đầu lọc (Catrice), dung dịch phá màng tế bào.

Kẹp đựng hồ sơ, phiếu điều tra/giám sát (để ghi số liệu khảo sát), nhãn hiệu đánh dấu mẫu.

Ảnh tư liệu (ảnh nhận dạng động vật, ảnh vệ tinh về thảm thực vật,…).

Các tài liệu hướng dẫn nhận dạng hoặc phương pháp thực hiện.

Bản đồ, la bàn, máy định vị vệ tinh (GPS).

Các thiết bị hiện trường khác (đèn pin, máy đo nhiệt độ, độ ẩm, xác định độ che phủ, máy ghi âm, bộ dụng cụ làm mẫu,…).

1.2. Thiết kế các tuyến, điểm điều tra

Thông thường không thể tiến hành điều tra toàn bộ một vùng hay một khu vực rộng lớn mà chỉ thu thập được các dữ liệu trong một khu vực nhỏ, một vài tuyến hay một vài điểm đại diện để từ đó suy đoán hoặc đánh giá đa dạng sinh học cho toàn vùng. Vì vậy, các khu vực mẫu được chọn phải đại diện cho toàn khu vực và phải được thiết kế dựa vào bản đồ địa hình hoặc bản đồ hiện trạng rừng. Ví dụ nếu một khu vực có nhiều vùng rừng núi cao bao phủ nhưng cuộc điều tra chỉ được thực hiện những nơi dân cư sinh sống thì sẽ không phản ảnh các loài động vật của vùng núi cao.

Khi chọn điểm hay tuyến đại diện phải lưu ý hai nguyên tắc:

- Đảm bảo rằng môi trường sống hay các khu vực khác nhau đại diện cho các kiểu sinh cảnh mà chúng thực sự tồn tại.

- Đảm bảo các vị trí điều tra phải được chọn một cách ngẫu nhiên và có hệ thống.

Có hai cách điều tra đại diện:

+ Điều tra theo tuyến: Trước khi chọn tuyến điều tra cần xác định các dạng sinh cảnh chính. Tại các dạng sinh cảnh chính cần chọn tuyến điều tra một cách ngẫu nhiên và phải chiếm khoảng 20% dạng sinh cảnh đó. Sau khi chia vùng nghiên cứu thành các dạng sinh cảnh, chọn tuyến để điều tra. Tuyến điều tra phải ở nơi dễ dàng tiếp cận từ hệ thống đường lớn, đường mòn sẵn có hoặc sông suối. Tuy nhiên, không được trùng với đường lớn hoặc các tuyến đã bị tác động mạnh. Các tuyến điều tra có thể cách đều hoặc không đều nhau. Khoảng cách giữa các tuyến khoảng 1-2 km tùy địa hình và tùy đối tượng điều tra. Có thể dùng các vật tự nhiên để đánh dấu các mốc của tuyến (mốc khởi điểm và mốc cuối cùng). Sau khi tạo được tuyến, chia tuyến thành từng đoạn 100 m và tiến hành điều tra, giám sát trên từng đoạn đó.

+ Điều tra theo điểm: Khi thực hiện hoạt động đếm tại một điểm gọi là điểm đếm. Điểm đếm được thực hiện trong thời điểm và trong một khoảng thời gian nhất định.

Kết quả của điều tra đa dạng sinh học thường cung cấp một danh sách thành phần loài, hiện trạng của khu hệ hoặc của một quần thể. Nếu chi tiết hơn là mô tả đặc điểm hình thái và sinh thái của từng loài dựa trên bộ mẫu vật hoặc dữ liệu thu thập được từ khảo sát thực địa. Từ đó, rút ra nhận xét về sự đa dạng của các bậc phân loại của nhóm động vật hoặc xem xét mối quan hệ địa lý động vật giữa các khu vực lân cận.

2. Phương pháp thực hiện 

Trong quá trình điều tra lưỡng cư, cần thiết phải thu thập các chứng cứ của các loài (mẫu vật, hình ảnh,...). Đối với các loài lưỡng cư quý hiếm, có giá trị kinh tế, thực phẩm, dược phẩm (ếch gai, ếch sần, cá cóc,...) có thể không cần thiết thu mẫu để làm tiêu bản, thay vào đó có thể thu mẫu ADN (mẫu máu, mẫu nước bọt, di vật,...). Việc phát hiện các loài cũng có thể thông qua quan sát trực tiếp trong thiên nhiên, các di vật còn lại trong nhà dân. Các lưỡng cư cần thu mẫu để phục vụ công tác định loại trong phòng thí nghiệm. Cần lưu ý một số lưỡng cư có tuyến độc, có thể nguy hiểm đối với con người. Mẫu phiếu điều tra đa dạng sinh học lưỡng cư tham khảo tại Phụ lục 8.2.

Có nhiều phương pháp khác nhau được áp dụng tùy theo nhóm động vật và tùy theo mục đích của chuyến điều tra. Điều tra thường được tập trung vào mục tiêu kiểm kê và đánh giá hiện trạng tại một thời điểm nhất định, trong khi đó mục đích của giám sát là tìm hiểu xu thế thay đổi về thành phần loài hay biến động của một quần thể của một loài tại một khu vực trong một khoảng thời gian (tức là có sự lặp lại), xem xét các nguyên nhân của sự biến động đó và đề xuất các giải pháp quản lý và bảo tồn phù hợp.

2.1. Phương pháp phỏng vấn

Đây là phương pháp được sử dụng khi không thể tiếp cận trực tiếp với đối tượng nghiên cứu. Căn cứ vào các bằng chứng để chứng minh loài động vật đó có thể đã xuất hiện trong khu vực vào một thời gian nào đó.

Ở Việt Nam, phương pháp phỏng vấn thường được áp dụng đối với các loài lưỡng cư cỡ lớn, thường xuyên bị săn bắt như ếch suối, cá cóc…

Phỏng vấn có thể mang lại các thông tin cho điều tra nhưng mức độ chính xác thường bị hạn chế. Đối tượng được phỏng vấn là những người dân địa phương, các thợ săn, người khai thác lâm sản, ngư dân… Phỏng vấn là công  việc khó khăn, đòi hỏi người đi phỏng vấn phải kiên nhẫn và phải có kiến thức chuyên môn để kiểm chứng thông tin phỏng vấn. Khi phỏng vấn cần lưu ý những vấn đề sau:
- Các câu hỏi cần có tính trung lập và rõ ràng.
- Sử dụng hình ảnh minh họa một cách hạn chế để có thể thu thập được nhiều thông tin hơn từ người được phỏng vấn. 

- Câu hỏi đầu tiên nên tránh đưa ra thông tin chi tiết về loài.

- Người phỏng vấn chỉ nên đưa ra những hiểu biết hạn chế về động vật trong khu vực nhằm khơi gợi kiến thức bản địa của người được phỏng vấn.

- Màu sắc nên được so sánh với các vật thể xung quanh. Không nên dùng những từ văn hoa trong cuộc phỏng vấn.

- Khuyến khích người được phỏng vấn vẽ phác họa động vật, hình dáng cơ bản, các hoa văn trên cơ thể,…

- Tránh những câu hỏi quá rõ ràng có tính gợi ý trả lời sẵn để người được phỏng vấn dựa vào đó.

- Người phỏng vấn nên cố gắng tìm ra càng nhiều chi tiết về dữ liệu càng tốt như: Ai đã thấy nó? Thấy ở đâu? Khi nào? Thấy trong tình huống nào? Thấy trong thời gian bao lâu? Nó được mô tả như thế nào như trong câu hỏi?

- Trong trường hợp dùng ảnh thì tập ảnh bao gồm tất cả các loài trong một vùng và cả một số vùng khác. Tốt nhất là có tối thiểu ba tấm ảnh của một loài được sử dụng bao gồm cả màu tự nhiên, kiểu dáng, sự giống nhau và khác nhau của loài. Ảnh nên rõ ràng và có chất lượng tương tự. Ảnh cần có nhiều đặc điểm nhận biết quan trọng để người được phỏng vấn có thể dễ dàng nhận ra.

Cần đưa ra các câu hỏi phụ (hoặc câu hỏi bẫy) để kiểm tra mức độ tin cậy của thông tin do người được phỏng vấn cung cấp (ví dụ đưa ra câu hỏi làm sai lệch đặc điểm nhận dạng, thời gian hoạt động hay tập tính của loài để xem phản hồi từ người được phỏng vấn).

3.2. Phương pháp điều tra đại diện
3.2.1. Phương pháp thu mẫu
Lưỡng cư phân bố ở nhiều dạng địa hình, sinh cảnh và những độ cao khác nhau. Một số loài sống trong hang, dưới các thảm lá mục, hang hốc hoặc trên cây. Thời gian hoạt động trong ngày cũng khác nhau. Đa số các loài lưỡng cư hoạt động chủ yếu vào ban đêm hoặc sau các cơn mưa rào vào ban ngày. Trong năm chúng hoạt động chủ yếu vào mùa xuân và mùa hè, một số loài có tập tính trú đông vào mùa lạnh hoặc đối với khu vực có hai mùa mưa và mùa khô nên tiến hành khảo sát vào đầu mùa mưa và đầu mùa khô để có thể đánh giá và so sánh được đầy đủ sự đa dạng các loài lưỡng cư và sự khác biệt giữa các mùa. Vì vậy, việc thu thập mẫu vật lưỡng cư cần chọn mùa và thời điểm thích hợp với các phương pháp và dụng cụ thu mẫu khác nhau.
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Hình 3.1: Một số địa điểm khảo sát lưỡng cư 

a) Suối nước chảy, b) Vũng nước đọng trong rừng,                                   c) Đường mòn ẩm, d) Cửa hang đá

Địa điểm thu mẫu: Thường tập trung ven các suối, vũng nước trong rừng hoặc các vùng ẩm ướt, ao hồ, đầm lầy. Một số loài ếch giun sống ở các hang hốc, dưới gốc cây mục trong rừng, một số loài lưỡng cư sống ở các cửa hang trong rừng trên núi đá vôi (Hình 3.1).

Thời gian thu mẫu: Một số loài lưỡng cư (cóc) có thể thu thập mẫu vật và quan sát vào ban ngày. Nhưng nhiều loài lưỡng cư hoạt động vào ban đêm, do đó thường thu mẫu và quan sát lưỡng cư vào buổi tối từ 18 đến 24 giờ.

Phương pháp thu mẫu: có thể thu mẫu bằng tay hoặc bằng vợt dọc các tuyến khảo sát và điểm khảo sát ngoài ra có thể thu mẫu bằng các cách sau:

- Đào hang: Một số loài lưỡng cư sống trong hang có nước, tuy nhiên, không nên dùng tay để bắt vì trong hang có thể có những loài rắn độc hoặc những loài khác gây nguy hiểm cho người bắt. 

- Câu: Đối với một số loài lưỡng cư như ếch nhái có thể dùng lưỡi câu có mắc mồi để câu chúng như câu cá. Các loài lưỡng cư có tập tính bắt mồi động nên mồi câu không cần phải là thức ăn của chúng mà có thể dùng cánh hoa, mẫu vải hay chùm chỉ màu đỏ di chuyển qua lại để tạo sự chú ý.

- Bẫy hố: Bẫy hố được sử dụng để bắt các loài lưỡng cư sống trên mặt đất. Hố có kích thước 15 x 15 cm, sâu 30-40 cm. Các cụm hố bẫy được đào theo kiểu bàn cờ cách nhau khoảng 100-200 m hoặc nằm dọc ven sông suối hay men theo đường mòn nơi có nhiều lưỡng cư hoạt động. Mỗi cụm bẫy hố là những xô nhựa hoặc giỏ nhỏ chôn xuống đất sao cho miệng xô hoặc giỏ ngang bằng với mặt đất. Chôn vài bẫy xuống đất cách nhau 1-2 m và có hàng rào giữa chúng. Nếu con vật chạm hàng rào nó sẽ men theo hàng rào cho đến khi rơi xuống bẫy. Đổ một ít nước vào bẫy để con vật không thể trèo ra ngoài được và hàng ngày kiểm tra bẫy để thu mẫu hoặc đo đếm rồi thả lại tự nhiên. Các mẫu thu được sẽ bao gồm các thú nhỏ, côn trùng, lưỡng cư nhỏ và thằn lằn. Một tập hợp gồm 4-5 hố được nối với nhau bằng hàng rào gọi là giàn bẫy. Khoảng cách giữa các giàn bẫy từ 50-100 m. Đặt bẫy ở những nơi con vật thường qua lại. Số lượng bẫy tương ứng với tỷ lệ diện tích của sinh cảnh so với toàn khu vực. Đánh dấu nơi đặt bẫy để đặt lại lần sau. Kiểm tra bẫy hàng ngày và ghi chép lại những cá thể bị mắc bẫy và các thông tin liên quan (Hình 3.2) (Nguồn Jestrzemski et al. 2013).                
Ngoài các phương pháp nói trên, có thể thu mẫu gián tiếp qua những người săn bắt hoặc thu mua các loài lưỡng cư. Trong trường hợp này cần phải biết rõ thời gian, địa điểm thu mẫu nếu không thì mẫu vật đó chỉ có tính chất tham khảo. Hiện nay do những quy định nghiêm ngặt về bảo tồn nên việc thu mẫu bị hạn chế. Đối với những trường hợp này thì các phương tiện như quay phim, chụp ảnh là những nguồn tư liệu thay thế cho việc lấy mẫu để điều tra khảo sát về lưỡng cư.

	
	


Hình 3.2: Ví dụ về thu thập mẫu vật bằng bẫy hố ở Vườn quốc gia Chư Mom Ray, tỉnh Kon Tum (Nguồn: Jestrzemski et al. 2013)

Thu thập mẫu nòng nọc: Mẫu nòng nọc gặp nhiều vào mùa sinh sản của các loài lưỡng cư. Nòng nọc thường được thu dọc các khe suối, ao hoặc vũng nước đọng, trong các bọng cây có nước trong khu vực khảo sát (Hình 3.3). Mẫu nòng nọc thu bằng vợt, giữ sống trong trong các chai, lọ có nước để chụp ảnh trước khi cố định làm mẫu nghiên cứu.
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Hình 3.3: a) Nơi sống của nòng nọc, b) Thu mẫu nòng nọc

Thu âm tiếng kêu: Các loài lưỡng cư vào mùa sinh sản con đực thường kêu gọi con cái. Chúng ta có thể thu thập tiếng kêu của các loài lưỡng cư để phân tích so sánh giữa các loài khác nhau nhất là các loài có hình thái giống nhau. Tiếng kêu các loài lưỡng cư được thu âm bằng máy ghi âm kỹ thuật số Sony Recorder ICD-UX200F kết nối với míc thu âm định hướng Parabola microphone Telinga PRO-4PIP.

Thu thập mẫu eDNA: 

Phương pháp phân tích ADN môi trường (environmental DNA) được định nghĩa là phương pháp thu thập và phân tích ADN trong môi trường tự nhiên như đất, nước và không khí. Vì khả năng phát hiện sự có mặt của các loài ngay cả khi không nhìn thấy chúng, phương pháp gen môi trường được coi là phương pháp hữu hiệu trong nghiên cứu bảo tồn đa dạng sinh học nhằm điều tra các loài vùng phân bố của các loài nguy cấp, quý, hiếm, có nguy cơ tuyệt chủng cao nhưng khó bắt gặp. Cho đến nay, phương pháp này đã được sử dụng để điều tra các loài rùa nước ngọt cực kỳ nguy cấp như Rùa hộp zhou, Giải sin-hoe và Thằn lằn cá sấu bằng cách sử dụng mẫu nước. Kỹ thuật này cũng phát triển mạnh mẽ trong những năm gần đây để điều tra các loài thú quý hiếm nằm trong dãy Trường Sơn thông qua phân tích ADN của các loài ký sinh hút máu. Những ứng dụng này cho thấy phương pháp này sẽ là công cụ giúp đắc lực cho các nghiên cứu và công tác giám sát, bảo tồn đa dạng sinh học trên cả nước.

Các mẫu nước sẽ được thu thập từ các sông, suối có mức độ đa dạng sinh học cao hoặc các địa điểm ghi nhận/nghi ngờ phân bố đối với một số loài nguy cấp, quý, hiếm. Quy trình: 0.5 – 3 lít nước sẽ được thu thập và được lọc qua màng lọc cellulose nitrate với kích thước lỗ 0.45µl hoặc 1 µl sử dụng Backpack ANDeTM. Các màng lọc sau đó được tách chiết ADN tổng số sử dụng bộ kit Dneasy Blood and Tisue kit (Qiagen, CHLB Đức) và bộ kit thực địa M1 Sample Prep Cartridge (Biomeme, Mỹ). Quá trình tách chiết được tiến hành theo hướng dẫn của nhà sản xuất có chỉnh lý. Một đoạn gen ty thể cytb (hoặc các đoạn gen khác phù hợp với từng nhóm loài) với kích thước khoảng 100 – 200bp sẽ được lựa chọn để khuếch đại trong phản ứng real time PCR. Mồi sử dụng cho nghiên cứu sẽ được tổng hợp từ các nghiên cứu trước đây hoặc thiết kế mới. Đồng thời, một chiều mồi sẽ được thiết kế với đầu huỳnh quang nhằm phát hiện đặc hiệu đoạn gen nhân bản mục tiêu. Sau khi mẫu ADN được thập sẽ được giải trình tự, kết quả giải trình tự sẽ so sánh với cơ sở dữ liệu để nhận dạng nhanh loài trên các phần mềm chuyên dụng.

3.2.2. Xử lý và bảo quản mẫu vật tại hiện trường
Giữ mẫu sống: Mẫu vật lưỡng cư thu được thường đựng trong các túi nilon. Tách riêng thành từng nhóm vì một số nhóm như cóc, cá cóc, ếch suối có tuyến độc sẽ gây chết cho các cá thể nhốt chung. Sau khi chụp ảnh mẫu vật, có thể thả lại tự nhiên hoặc giữ lại làm tiêu bản nghiên cứu. Cần đo đếm trọng lượng và kích thước con vật trước khi thả.

Gây mê: Đối với lưỡng cư thường ngâm trong dung dịch chloretone 5%. Tuy nhiên, cũng có thể dùng hộp kín có miếng bông tẩm ê-te hoặc ethylacetate để gây mê hoặc ngâm trong cồn 15-20% hay formalin 4% để làm mẫu chết (Simmons 2002). 

Lấy mẫu phục vụ nghiên cứu sinh học phân tử: Mẫu phục vụ nghiên cứu sinh học phân tử thường là mẫu dùng để phân tích ADN. Các mẫu này chủ yếu là dạng mẫu cơ, mẫu gan, mẫu máu, xương, hoặc mẫu nước bọt. Trước khi lấy mẫu ADN thì các dụng cụ lấy mẫu (panh, kéo, dao mổ) phải được rửa sạch bằng cồn và hơ qua lửa. Động tác này nhằm tránh lẫn lộn giữa các mẫu vật khác nhau. Tuyệt đối cách ly formalin đối với mẫu và dụng cụ lấy mẫu. Dụng cụ lấy mẫu ADN cũng cần được xếp riêng. Mẫu ADN sau khi lấy từ mẫu vật sẽ được cho vào ống tuýp nhỏ (0,5-2 ml) có chứa cồn tuyệt đối (95-99%) hoặc đã pha loãng 70%. Mẫu nước bọt có thể thấm vào bông rồi lưu giữ trong tuýp nhựa kín, tuy nhiên, mẫu dạng này khó có thể lưu giữ trong thời gian dài. Mẫu ADN cũng được ghi đúng theo ký hiệu của mẫu vật hoặc đánh số tương ứng với số mẫu vật. Các thông tin về mẫu ADN (tên loài, địa điểm thu thập, thời gian thu thập, người thu thập, số hiệu mẫu vật tương ứng) cũng cần được lưu giữ đầy đủ trong sổ sách hoặc máy tính.
Cố định mẫu: Việc cố định mẫu cần đảm bảo mẫu có hình dạng dễ phân tích hoặc quan sát sau này. Sắp xếp hình dạng mẫu vật theo hình dạng mong muốn, sau đó phủ vải màn hoặc giấy thấm lên trên, tùy kích cỡ mẫu có thể ngâm cố định trong cồn 80-90% trong vòng 4-10 giờ hoặc formalin 4% trong 2-5 giờ. Đối với mẫu lưỡng cư cỡ lớn, cần tiêm cồn 80% hoặc formalin 4% vào bụng và cơ của con vật để tránh thối hỏng mẫu. Mẫu nòng nọc được cố định và bảo quản trong dung dịch foocmon 4% trong các lọ mẫu phù hợp với kích thước (Hình 2.5) (Simmons 2002).
Bảo quản mẫu vật: Để bảo quản lâu dài, sau khi cố định thì chuyển mẫu sang ngâm trong cồn 70%. Mẫu phải được ngâm trong bình có nắp kín và phải được bảo quản trong phòng có đủ điều kiện (nhiệt độ, độ ẩm, tránh ánh sáng trực tiếp của mặt trời, có khay và giá đựng, có người theo dõi, bảo quản,...). Đối với mẫu trưng bày có thể cố định vào một tấm kính hay tấm nhựa, sau đó đưa vào trong (Simmons 2002).

Ghi nhãn thực địa và phiếu ghi các thông tin: Sau khi làm chết mẫu, cần đeo nhãn ký hiệu vào cho mẫu vật. Nhãn và chỉ buộc không thấm nước, chữ viết trên nhãn không bị tan trong cồn (có thể dùng bút chì hoặc bút kim có mực không tan), nhãn được buộc vào chân. Mỗi mẫu được đeo một nhãn thực địa ghi ký hiệu mẫu. Tương ứng với ký hiệu mẫu là phiếu ghi các thông tin về mẫu gồm các nội dung sau:
+ Ký hiệu mẫu, tên định loại tạm thời;

+ Thời gian thu mẫu;

+ Địa điểm thu mẫu (kèm tọa độ và độ cao, nếu có);

+ Đặc điểm sinh cảnh nơi thu mẫu;

+ Những điều kiện khí hậu và thời tiết nơi thu mẫu;

+ Số lượng hay mật độ cá thể bắt gặp;

+ Đặc điểm hình thái và tình trạng mẫu khi thu: hình dạng, kích thước, màu sắc, hoạt động của con vật lúc bị bắt;

+ Người thu mẫu, người định loại.

Tất cả mẫu vật được lưu trữ trong bảo tàng hay phòng lưu trữ mẫu. Mẫu vật phải được bảo quản tốt, có đầy đủ thông tin và thuận tiện cho người sử dụng và theo dõi quản lý.
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Hình 3.4: Cố định mẫu vật lưỡng cư

Xử lý và bảo quản mẫu nòng nọc:
Mẫu vật nòng nọc thu được sẽ được chụp ảnh. Sau đó lấy mẫu dùng để phân tichs sinh học phân tử. Mẫu ADN lấy từ cơ ở phần gốc của nếp vây đuôi. Mẫu ADN sau khi lấy từ mẫu vật sẽ được cho vào ống tuýp nhỏ (0,5-2 ml) có chứa cồn tuyệt đối (95-99%) hoặc đã pha loãng 70%. Mẫu ADN cũng được ghi đúng theo ký hiệu của mẫu vật hoặc đánh số tương ứng với số mẫu vật. Mẫu nòng nọc được cố định và bảo quản trong dung dịch foocmon 4% trong các lọ mẫu phù hợp với kích thước

3.2.3. Đóng gói, vận chuyển và lưu giữ mẫu vật

Đóng gói và vận chuyển: Quá trình vận chuyển mẫu vật cũng cần chú ý tránh hư hỏng hoặc làm biến dạng. Mẫu di chuyển xa nên được bọc trong vải màn thấm cồn, để trong các lớp túi nilon hàn/buộc kín và đặt trong hộp cứng, chèn bằng vật liệu xốp và mềm, có nắp kín tránh dung dịch ngâm mẫu bốc hơi. Mẫu nòng nọc phải để riêng. Mẫu vật nên được để ở nơi râm mát, tránh ánh nắng mặt trời. Trong và ngoài bao bì vận chuyển cần có các ghi chú kèm theo về bảo quản mẫu. Ngay khi mẫu vật đến nơi phải chuyển sang ngâm cồn.
Lưu giữ và bảo quản mẫu vật: Việc lưu giữ mẫu tốt sẽ đảm bảo cho việc khai thác, sử dụng mẫu lâu dài. Thông thường có 2 dạng mẫu vật, mẫu đã được định loại và mẫu chưa được định loại (mới thu thập hoặc chưa có chuyên gia định loại). Mẫu đã được định loại có thể sắp xếp vào các khu lưu trữ. Mẫu chưa được định loại nên để ở khu vực riêng để tạo điều kiện cho các chuyên gia có thể tiếp cận và phân tích dễ dàng.

Phòng lưu giữ và phòng phân tích mẫu vật: Kích thước của phòng lưu giữ mẫu cần đảm bảo đủ lớn để có thể sắp xếp các giá đựng mẫu và đủ không gian để có thể di chuyển mẫu khi cần thiết. Chú ý xây dựng nhiều cửa ra vào để có thể dễ dàng di chuyển mẫu vật, trong trường hợp hỏa hoạn yêu cầu phải có cửa thoát hiểm. Phòng nên thoáng, mát, không cần nhiều cửa sổ vì ánh sáng trực tiếp của mặt trời có thể làm hư hại đến mẫu vật. Phòng nên được trang bị một số quạt thông gió, máy hút ẩm và điều hoà (nếu có thể) nhằm hạn chế sự bốc hơi của cồn và duy trì nhiệt độ phòng từ khoảng 20 – 25oC. Trong phòng cũng cần bố trí nhiệt kế, ẩm kế để theo dõi nhiệt độ, độ ẩm.

Bên cạnh đó cần có riêng một phòng đựng trang thiết bị: hóa chất, trang thiết bị nghiên cứu và xử lý mẫu, các xe đẩy để di chuyển mẫu, lọ đựng mẫu, giá đựng mẫu, dụng cụ đo độ cồn... Do phòng lưu trữ mẫu có nhiều dạng hóa chất dễ cháy (cồn) nên đặc biệt chú ý đến công tác phòng chống cháy nổ cho khu vực này. Cần lưu ý có khu vực riêng để và xử lý chất thải độc hại như formalin.

Phòng phân tích mẫu cần bố trí bên cạnh phòng mẫu để thuận lợi cho cán bộ chuyên môn khi cần phân tích mẫu. Trong phòng này cần chú ý lắp đặt bàn bằng vật liệu không bắt lửa (gạch men, inox, đá) để phân tích mẫu, xử lý mẫu, lấy mẫu ADN, khu vực riêng để nhuộm xương, khu vực lưu trữ mẫu mới thu ở thực địa về. Chú ý làm các bồn nước phục vụ công tác xử lý và bảo quản mẫu. Một số trang thiết bị quan trọng đi kèm trong phòng phân tích mẫu là các loại panh, kéo, thước kẹp, kính lúp soi nổi. Ở điều kiện khí hậu nhiệt đới kính lúp rất dễ bị mốc do vậy cần có tủ và nơi cất giữ riêng cho các thiết bị cần giữ khô.

Tủ đựng mẫu: Tủ đựng mẫu thường được làm bằng kim loại, có 4 hoặc 6 ngăn (ít khi dùng tủ gỗ cho mẫu ngâm vì độ bền không cao và rất dễ mốc, khó lau chùi). Tủ sắt cần có khoá và ô nhỏ để ghi tên các khay mẫu chứa bên trong. Mẫu vật của mỗi họ hoặc mỗi giống có thể xếp riêng một tủ hoặc nhiều hơn nhưng chú ý xếp liền nhau và cố gắng theo hệ thống phân loại và theo vùng phân bố địa lý (Hình 3.5). Có thể làm một số thùng kim loại có bọc viền cao su hoặc nhựa để đựng các mẫu cỡ lớn. Tuy nhiên, nếu chưa có điều kiện có thể thay thế bằng thùng nhựa nhưng phải thường xuyên kiểm tra vì thùng nhựa có độ bền không cao (Hình 3.5). 

Bình đựng mẫu: Bình đựng mẫu nên làm bằng chất liệu thủy tinh, có nắp kín và bên trong có lớp lót cao su hoặc lớp nhựa dẻo để đảm bảo cồn không bay hơi. Kích thước và hình dạng bình đựng mẫu tùy thuộc vào kích cỡ của mẫu nhưng dạng phổ biến nhất là bình hình trụ (Hình 3.5b, d). Đôi khi, có thể dùng bình nhựa nhưng độ bền kém hơn. Trong trường hợp nắp bình thủy tinh không kín có thể dùng băng parafin, sáp mỡ va-dơ-lin, hoặc nến để phủ vào khe hở (Hình 3.5b).

Bảo quản mẫu ngâm: Mẫu vật lưỡng cư cần lưu giữ trong cồn 65%. Lượng cồn phải đảm bảo ngập toàn bộ mẫu ngâm. Hàng năm cần tiến hành bổ sung cồn cho các bình để đảm bảo mẫu không bị khô. Các mẫu vật nên chứa trong các bình đủ rộng để không làm biến dạng mẫu (co quắp, gẫy). Mẫu lưỡng cư có thể ngâm theo chiều xuôi đầu xuống phía dưới, chân quay lên trên phía miệng bình để tránh cho mẫu không bị thay đổi hình dạng. Các bình đựng mẫu sắp xếp gọn và đặt trong khay hay trên giá, luôn xoáy chặt nắp.
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Hình 3.5: a) Phân loại mẫu trước khi cho vào lọ ngâm, b) Bình thủy tin đựng mẫu vật, c) Sắp xếp các bình đựng mẫu vật, d) Tủ chứa mẫu vật

Trường hợp mẫu ngâm bị khô thì phải rửa trong nước sạch, sau đó chuyển sang ngâm lại cồn 80-90% trong một khoảng thời gian nhất định tùy theo kích cỡ mẫu rồi mới chuyển lại vào bình đựng mẫu.

Mẫu nòng nọc thường ngâm trong formalin 4%, bỏ trong lọ thuỷ tinh nhỏ, nút bông lại, sau đó các lọ thuỷ tinh nhỏ ngâm vào trong bình thuỷ tinh lớn chứa formalin 4% để tránh teo cơ. Cũng có thể ngâm mẫu nòng nọc trong cồn 65- 70%. Mỗi lọ thuỷ tinh nhỏ ghi một số hiệu (giống như số hiệu mẫu vật). Thông tin về nòng nọc yêu cầu cần ghi đầy đủ như ghi cho mẫu vật.
Thông tin về mẫu vật: Ghi thông tin về mẫu trên thực địa: ghi toàn bộ thông tin có liên quan đến mẫu trên thực địa như: số hiệu mẫu, tên định loại tạm thời của loài, nơi thu mẫu, thời gian thu mẫu, trạng thái mẫu lúc thu, đặc điểm về mẫu, thời tiết (nhiệt độ, độ ẩm), độ cao, sinh cảnh sống, các việc đã làm trên mẫu (chụp ảnh, số hiệu  mẫu ADN), người thu mẫu,... Sổ sách thực địa do cán bộ chuyên môn lưu giữ và phô-tô lại để bảo tàng lưu giữ một bản khi nhập số liệu vào máy tính. Đối với các mẫu cho, tặng hoặc trao đổi cũng cần thu thập đầy các thông tin như trên.
Các thông tin kèm theo mẫu vật như ảnh, băng video, băng ghi âm, giấy phép cũng cần được lưu trữ riêng để khi cần thiết có thể kiểm tra và sử dụng.
Trên thực địa, mẫu ADN có thể giữ ở nhiệt độ thường trong một thời gian ngắn nhưng chú ý để chỗ râm mát. Các tuýp mẫu ADN thường được sắp xếp trong các hộp nhựa theo từng địa điểm và thời gian thu thập. Việc tiến hành phân tích ADN hiếm khi được tiến hành ngay sau khi thu thập mẫu. Do vậy việc lưu giữ mẫu ADN trong vòng nhiều năm là cần thiết để phục vụ công tác nghiên cứu lâu dài. Trong phòng thí nghiệm, mẫu ADN phải được giữ ở nhiệt độ khoảng -15oC đến -50oC, nếu không có tủ lạnh chuyên dụng thì có thể giữ trong ngăn đá tủ lạnh.
4. Phương pháp tính mật độ và số lượng cá thể trong quần thể
Các phương pháp thường sử dụng để đánh giá quần thể các loài động vật bao gồm:

Đếm số lượng theo tuyến khảo sát (để tính tần suất bắt gặp) thường áp dụng cho các loài dễ bắt gặp, đặc trưng cho sinh cảnh;

Đánh dấu-bắt lại (gồm các bước bắt - đánh dấu - thả - bắt lại) để ước tính kích cỡ quần thể, thường áp dụng các loài có kích cỡ lớn, dễ tìm lại. Việc đánh dấu các loài lưỡng cư khá khó khăn và tốn kém, thường người ta sẽ dùng chip đánh dấu hoặc tiêm một loại dung dịch phản quang vào dưới da ếch. 

a) Tính mật độ cá thể: 

Mật độ cá thể trong khu vực khảo sát có thể được ước tính theo công thức sau:

Tính theo ô khảo sát: 

D = (n1+ n2) : [image: image117.png]


m x loge [(n1 + n2) : n2]

Tính theo tuyến khảo sát (nếu đếm cả 2 phía của tuyến): 

D = (n1+ n2) : 2rl x loge [(n1 + n2) : n2]

Trong đó: D = mật độ (density), r = chiều rộng ô tiêu chuẩn, l = chiều dài tuyến (distance), m = số lần khảo sát, n1 = số lượng cá thể bắt gặp trong ô khảo sát (tuyến khảo sát) số 1, n2 = số lượng cá thể bắt gặp trong ô khảo sát (tuyến khảo sát) số 2.
b) Phương pháp “đánh dấu-bắt lại”:
Tham khảo hướng dẫn điều tra thú.
5. Phân tích trong phòng thí nghiệm

Để định loại các mẫu vật cần phân tích các đặc điểm hình thái của mẫu vật thu được rồi so sánh với mô tả của các loài theo các tài liệu đã công bố. Định loại mẫu vật hoặc kiểm tra việc định loại qua hình ảnh thu thập được: có thể cần sự trợ giúp của các chuyên gia nghiên cứu về các lĩnh vực khác nhau. Tuy nhiên, cán bộ kiểm lâm hoặc cán bộ kỹ thuật của một số vườn quốc gia hoặc khu bảo tồn cũng có thể định loại một số loài động vật quen thuộc như ngóe, ếch đồng, chẫu chuộc thông qua tham khảo tài liệu, đặc biệt là các bài báo hoặc sách chuyên khảo. Các tài liệu nhận dạng hiện nay có nhiều và in bằng nhiều thứ tiếng khác nhau, một số tài liệu nhận dạng nhanh như:


- Các loại sách nhận dạng bằng hình ảnh của các nhóm khác nhau.

- Các loại sách chuyên khảo khác: động vật chí, sách tham khảo.


- Các bài báo mô tả loài trên tạp chí chuyên ngành.

Một số sách nhận dạng nhanh và tra cứu các loài lưỡng cư gồm có:

Lê Trung Dũng, Nguyễn Quảng Trường, Nguyễn Lân Hùng Sơn, Trần Thanh Tùng (2018). Lưỡng cư và Bò sát ở Khu Bảo tồn Thiên nhiên Mường Nhé. Nhà xuất bản Nông Nghiệp, Hà Nội.

Hoàng Xuân Quang, Hoàng Ngọc Thảo & Ngô Đắc Chứng (2012). Ếch nhái, bò sát ở Vườn Quốc gia Bạch Mã. Nxb Nông Nghiệp, Hà Nội.

Nguyễn Văn Sáng, Hồ Thu Cúc, Nguyễn Quảng Trường (2005): Nhận dạng một số loài bò sát và ếch nhái quan trọng ở Việt Nam. NXB Nông nghiệp.

Nguyen Van Sang, Ho Thu Cuc & Nguyen Quang Truong (2009):

Herpetofauna of Vietnam. Edition Chimaira, Frankfurt am Main.

Nguyễn Văn Sáng, Hồ Thu Cúc, Nguyễn Quảng Trường, Lê Trọng Đạt (2003): Bò sát và ếch nhái Vườn Quốc gia Cúc Phương. NXB Nông nghiệp.

Phạm Nhật, Lê Trọng Trải, Lê Mạnh Hùng, Nguyễn Văn Sáng, Nguyễn Quảng Trường (2004): Nhận dạng các loài thú, chim, bò sát và ếch nhái khu vực Ba Bể - Na Hang. NXB Nông nghiệp.

Vassilieva, A. B., E. A. Galoyan, N. A. Poyarkov, Jr., and P. Geissler. 2016. A Photographic Field Guide to the Amphibians and Reptiles of the Lowland Monsoon Forests of Southern Vietnam.  Frankfurt am Main, Germany: Edition Chimaira.

Bourret R. (1942). Les Batraciens de I’Indochine. Men Inst. Ocean Indoch, Hanoi, 517pp.

Taylor, E. H. (1962). The amphibian fauna of Thailand. University of Kansas Science Bulletin 43: 265–599.

Inger R. F., Orlov N. L. & Darevsky I. (1999). Frogs of Vietnam: A report on new collections. Fieldiana: Zoology, 92: 1–46.

Fei, L. & Ye. C. (2016). Amphibians of China, Volume 1.  Beijing, China: Chengdu Institute of Biology, Chinese Academy of Sciences. Science Press.

Tên khoa học và phổ thông của loài theo Nguyen et al. (2009), Frost (2021) và một số tài liệu mới công bố gần đây.

5.1. Phân tích mẫu vật trưởng thành 

Đặc điểm hình thái của lưỡng cư: Các đặc điểm để định loại lưỡng cư gồm các số đo (Bảng 5.1, Hình 5.1) và các đặc điểm sau: Cơ thể cỡ lớn, trung bình hay nhỏ; miệng rộng hay hẹp (so với chiều rộng đầu); lưỡi tròn hay thuôn; phần sau lưỡi chẻ đôi hay không; răng lá mía (nếu có) nằm sát hay không sát lỗ mũi trong; mắt lồi hay không; hình dạng con ngươi (tròn, bầu dục, tam giác, ngang hay thẳng đứng); màng nhĩ rõ hay không; tuyến mang tai có hay không; mí mắt trên có mấu bì hay không; nếp gấp da ở trên màng nhĩ, thân; da nhẵn hay có nốt sần; tỷ lệ màng bơi so với chiều dài các ngón (hoàn toàn hay không hoàn toàn); hình dạng mút ngón chân (vuốt, tù, hình cầu hay hình đĩa); củ bàn chân; củ khớp ngón; màu sắc da;…

Bảng 5.1: Các số đo hình thái lưỡng cư

	TT
	Đặc điểm
	Ký hiệu
	Cách đo

	6
	Rộng mí mắt trên
	UEW
	Đo phần rộng nhất của mí mắt trên

	7
	Khoảng cách hai ổ mắt
	IOD
	Đo khoảng cách giữa hai ổ mắt ở vị trí giữa của ổ mắt

	8
	Khoảng cách gian mũi
	IND
	Đo khoảng cách giữa hai lỗ mũi

	9
	Khoảng cách bờ trước ổ mắt
	DAD
	Đo khoảng cách góc trước giữa hai ổ mắt

	10
	Khoảng cách từ mút mõm đến lỗ mũi
	NS
	Đo khoảng cách từ mút mõm đến lỗ mũi

	11
	Dài mõm
	SL
	Đo khoảng cách từ mút mõm đến góc trước của mắt

	12
	Đường kính mắt
	ED
	Đo đường kính lớn nhất của mắt theo chiều ngang

	13
	Đường kính màng nhĩ
	TD
	Đo đường kính lớn nhất của màng nhĩ

	14
	Chiều dài thân
	SVL
	Đo khoảng cách từ mút mõm đến lỗ huyệt

	15
	Rộng đầu
	HW
	Đo phần lớn nhất của đầu

	17
	Dài đùi
	HL
	Đo từ lỗ huyệt đến đầu gối 

	18
	Dài ống chân
	TbW
	Đo từ đầu gối đến cổ bàn

	22
	Dài củ bàn
	IMT
	Đo chiều dài của củ bàn chân

	23
	Dài bàn chân
	FoL
	Đo khoảng cách từ mút ngón chân thứ 4 đến gốc củ cạnh trong gan bàn chân

	24
	Rộng đĩa bám ngón chân IV (ngón dài nhất)
	T4L
	Đo đường kính lớn nhất của đĩa bám ngón chân IV


Ghi chú: Số thứ tự Bảng 2.4 theo số thứ tự mô tả ở Hình 5.1
Số liệu đo đếm sẽ được nhập vào phần mềm Excel. Từ các kết quả phân tích mẫu vật, số liệu sẽ được so sánh với các tài liệu chuẩn loại để định danh loài. Một số tài liệu thường dùng cho chuẩn loại đối với nhóm lưỡng cư như Bourret (1942), Taylor (1962), Inger et al. (1999), Bain et al. (2003), Ohler et al. (2011), Orlov et al. (2012) và các tài liệu mới công bố khác.
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Hình 5.1: Sơ đồ mô tả và đo mẫu ếch nhái không đuôi

(Nguồn: Hoàng Xuân Quang và cs. 2012, có bổ sung)
1. Lỗ mũi; 2. Mắt; 3. Màng nhĩ; 4. Gờ giữa mắt và mũi; 5. Mí mắt trên; 6. Rộng mí mắt trên; 7. Khoảng cách gian ổ mắt; 8. Khoảng cách gian mũi; 9. Khoảng cách giữa bờ trước ổ mắt; 10. Khoảng cách từ mút mõm đến lỗ mũi; 11. Dài mõm; 12. Đường kính mắt; 13. Đường kính màng nhĩ; 14. Dài thân; 15. Rộng đầu; 16. Lỗ huyệt; 17. Dài đùi; 18. Dài ống chân; 19. Đùi; 20. Ống chân; 21. Cổ chân; 22 Dài củ bàn trong; 23. Dài bàn chân; 24. Rộng đĩa ngón chân

5.2. Phân tích mẫu vật nòng nọc

Các đặc điểm để định loại nòng nọc gồm các số đo (Bảng 2.5, Hình 2.10) và các đặc điểm sau: Cơ thể cỡ lớn, trung bình hay nhỏ; hình dạng cơ thể hình tròn, elip, hình trụ; kích thước và vị trí của mắt và mũi; lỗ thở; đuôi tròn, tù hay nhọn; màu sắc. Đặc biệt là đặc điểm của đĩa miệng gồm có hình dạng, vị trí, đặc điểm của răng sừng, gai thịt, bao hàm, ....(Hình 5.2).
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Hình 5.2: Sơ đồ đo hình thái cơ bản nòng nọc                                       
(Nguồn: Haas & Das 2011)
Bảng 5.2: Các số đo hình thái nòng nọc

	TT
	Đặc điểm
	Kí hiệu
	Cách đo

	
	Chiều dài cơ thể
	TTL
	Đo khoảng cách từ mút miệng đến mút đuôi

	
	Dài đuôi
	TAL
	Đo khoảng cách từ gốc đuôi đến mút đuôi

	
	Cao thân
	BH
	Đo khoảng cách ở vị trí cao nhất của thân

	
	Dài thân
	BL
	Đo khoảng cách chiều dài từ mút mõm đến gốc đuôi

	
	Rộng thân
	BW
	Đo khoảng cách ở vị trí rộng nhất của thân

	
	Rộng miệng
	ODW
	Đo khoảng cách chiều rộng lớn nhất của đĩa miệng, kể cả viền miệng

	
	Đường kính mắt
	ED
	Đo khoảng cách đường kính lớn nhất của ổ mắt

	
	Khoảng cách mũi-miệng
	SN
	Đo khoảng cách từ mút miệng đến mũi

	
	Khoảng cách mắt-miệng
	ES
	Đo khoảng cách từ mút miệng đên giữa mắt

	
	Khoảng cách mắt-mũi
	NE
	Đo khoảng cách từ mũi đến giữa mắt

	
	Khoảng cách 2 mắt
	IOD
	Đo khoảng cách giữa hai ổ mắt ở vị trí giữa ở mắt

	
	Khoảng cách 2 mũi
	IND
	Đo khoảng cách giữa hai mũi

	
	Khoảng cách từ lỗ thở đến miệng
	SS
	Đo khoảng cách từ mút miệng đến mép trong của lỗ thở

	
	Chiều cao lớn nhất của vây đuôi
	MTH
	Đo khoảng cách ở vị trí rộng nhất của vây đuôi



	
	Chiều cao lớn nhất nếp trên vây đuôi
	UFH
	Đo khoảng cách vị trí cao nhất nếp trên vây đuôi kể từ mép trên của cơ vây đuôi

	
	Chiều cao lớn nhất nếp dưới vây đuôi
	LFH
	Đo khoảng cách vị trí cao nhất nếp dưới vây đuôi kể từ mép dưới của cơ vây đuôi

	
	Chiều cao cơ đuôi
	TMH
	Đo khoảng cách vị trí cao nhất của cơ đuôi

	
	Dày đuôi
	TMW
	Đo khoảng cách vị trí rộng nhất của gốc đuôi

	
	Dài chân trước
	FL
	Đo khoảng cách chiều dài từ gốc chân trước đến mút ngón tay dài nhất

	
	Dài chân sau
	HL
	Đo khoảng cách chiều dài từ gốc chân sau đến mút ngón chân dài nhất

	
	Công thức răng
	LTRF
	Xác định công thức răng
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Hình 5.3: Mô tả đặc điểm hình thái cơ bản của nòng nọc                                                (Nguồn: Schulze et al. 2015)

Xác định các giai đoạn phát triển của nòng nọc theo tài liệu của Gosner (1960), McDiarmid & Altig (1999, 2007) (Hình 2.12): Grosner (1960) đã phân chia quá trình phát triển từ trứng các các loài ếch nhái cho đến khu hoàn thành biến thái của nòng nọc trở thành ếch nhái non thành 46 giai đoạn. Tuy nhiên, cũng cần lưu ý rằng tùy thuộc vào loài mà có sự thay đổi về mặt hình thái ở các giai đoạn. Tương tự như vậy đối với nhóm lưỡng cư có đuôi (Cá cóc) thì Harrison (1969) cũng phân chia thành 46 giai đoạn nhưng sự thay đổi về hình thái có sự khác biệt. Ngoài ra cũng cần nghiên cứu ảnh hưởng của các yếu tố ngoại cảnh ảnh hưởng đến quá trình biến thái. Thường là các nhân tố ánh sáng, nhiệt độ và thức ăn.
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Hình 5.4:. Các giai đoạn phát triển nòng nọc giai đoạn 26 đến 46
L = Chiều dài của chi sau, D = Chiều rộng của chi sau (Nguồn: McDiarmid & Altig, 1999)

5.3. Phân tích tiếng kêu

Tiếng kêu được thu âm ở khoảng cách 0,2-0,5 m và nhiệt độ, độ ẩm của môi trường xung quanh tại địa điểm ghi âm được đo bằng nhiệt ẩm kế điện tử. Các file âm thanh được phân tích bằng phần mềm Raven Pro 1.3. Đối với mỗi tín hiệu âm thanh, các thông số sau được xác định: thời gian tiếng kêu hay độ dài tiếng kêu (s); tần suất kêu (tiếng kêu/s); khoảng thời gian giữa các tiếng kêu (s); số nốt cho mỗi tiếng kêu; số xung mỗi nốt; tần số trội của tiếng kêu (kHz). Mười nốt đầu tiên của mỗi tiếng kêu đã được cắt bỏ theo khuyến nghị của của Pröhl (2003) loại bỏ các tiếng kêu chưa ổn định. Hệ số biến đổi của các đặc tính tiếng kêu được tính theo công thức của Gerhardt (1991). Sự sai khác về đặc tính tiếng kêu có thể do sự khác biệt về điều kiện môi trường xung quanh như nhiệt độ, độ ẩm. Những yếu tố này có thể ảnh hưởng đến thời gian và tần xuất tiếng kêu. Tuy nhiên, tần số trội trong tiếng kêu của các loài lưỡng cư được xem là đặc tính có độ biên thiên thấp và có thể sử dụng trong phân loại các loài lưỡng cư. Kết quả phân tích tần số sẽ được so sánh với các tần số của các loài đã công bố trước đây để định danh loài hoặc khẳng định sai khác tần số trong công bố loài mới. Một số nhóm loài lưỡng cư được nghiên cứu tiếng kêu nhiều trong thời gian gần đây như họ Cóc mắt (Megophryidae), họ Nhái bầu (Microhylidae), họ Ếch cây (Rhacophoridae).

5.4. Phân tích sinh học phân tử

Mẫu cơ hoặc gan của các loài lưỡng cư được thu thập và bảo quản trong cồn 70% ở +4 đến -80oC. 

Các mẫu được tách chiết DNA tổng số sử dụng bộ kit Dneasy Blood and Tissue (Qiagen, Đức). Quá trình tách chiết được tiến hành theo hướng dẫn của nhà sản xuất. Phản ứng PCR được tiến hành sử dụng HotStar Taq (Qiagen, Đức) với những mẫu có nồng độ DNA thấp và DreamTaq Mastermix (ThermoFisher Scienctific) với những mẫu có nồng độ DNA cao. Mồi sử dụng cho nghiên cứu được tổng hợp và tham khảo từ các nghiên cứu trước đây. Tách chiết DNA, chu trình chạy PCR sẽ tuân theo các quy trình đã được mô tả trong bài báo của Le et al. (2006). Nghiên cứu sẽ lựa chọn một số đoạn gene thích hợp với từng nhóm loài (ví dụ: 16S, COI, Cytb, ND2, ND4) để giải trình tự và so sánh với các trình tự đã được công bố trên Ngân hàng Gen. DNA sau khi chiết tách sẽ được sử dụng để nhân đoạn bằng phương pháp PCR. Tổng thể tích của mỗi phản ứng PCR là 21 μl (bao gồm 10 μl mastermix của hãng Fermentas, 5 μl nước khử ion, 2 μl mỗi mồi với nồng độ 10 pmol/μl và 2 μl DNA hoặc nhiều hơn tùy thuộc vào nồng độ DNA  trong dung dịch chiết tách cuối cùng thu được. Điều kiện phản ứng PCR sẽ bao gồm: 95°C trong 5 phút; 40 chu kỳ phản ứng ở 95°C trong 30 giây, 45°C trong 45 giây, 72°C trong 60 giây và phần kéo dài cuối cùng ở 72°C trong 6 phút. Đối chứng âm sẽ được sử dụng song song trong mỗi lần tách chiết cũng như mỗi lần PCR. Các sản phẩm PCR sẽ được điện di bằng gel agarose 1%, 2pg/ml ethidium-bromide, trong đệm TBE 1X (Tris base, boric acid, EDTA pH8) ở 90V trong 30 phút. Sau đó được hiển thị bằng tia cực tím trên máy Alphalmager MINI (Protein Simple, Mỹ). Các sản phẩm đã được nhân đoạn thành công sẽ được tinh sạch để loại bỏ tạp chất sử dụng bộ kít GeneJETTM PCR Purification (ThermoFisher Scientific, Lithuania). Sản phẩm tinh sạch sau đó được giải trình tự. 
Khoảng cách di truyền giữa các đơn vị phân loại được tính toán bằng cách so sánh các số lượng khác biệt cố định và các đột biến chung, số lượng nucleotid thay thế trung bình cũng như số lượng nucleotid thay thế thực tại từng vị trí (lần lượt là Dxy và Da với căn chỉnh Jukes-Cantor) sử dụng phần mềm DnaSP v.5.1 (Librado & Rozas 2009). Kiểm tra hoán vị (sử dụng 10,000 lần lặp ngẫu nhiên không có khoảng cách trong trật tự sắp xếp) đối với sự khác biệt di truyền sẽ được thực hiện sử dụng xác suất tiệm cận gần nhất (Snn) có trong phần mềm DnaSP. Snn xác định tần suất các trình tự giống nhau nhất trong cơ sở dữ liệu có nguồn gốc từ cùng một quần thể. Bên cạnh đó, chúng tôi sẽ sử dụng Phân tích khác biệt di truyền (AMOVA) có trong phần mềm Arlequin v.3.5 (Excoffier et al. 2005) để tính toán tổng số mức độ khác biệt về di truyền. Các yếu tố khác biệt theo khoảng cách sẽ được kiểm chứng đối với các quần thể có khác biệt lớn về di truyền như được thể hiện trong phân tích AMOVA thông qua phép thử Mantel cục bộ. Kết quả giải trình tự sẽ được so sánh với các trình tự trên ngân hàng gen để định danh loài.
Đối với việc xây dựng cây quan hệ di truyền, các trình tự sẽ được sắp xếp thẳng hàng sử dụng phần mềm Clustal X v1.83 (Thompson et al. 1997). Cây quan hệ di truyền sẽ được xây dựng các phân tích hợp lý tối đa (Maximum Likelihood) có trong phần mềm PALM (Chen et al. 2009). Mô hình tiến hóa của các trình tự sẽ được lựa chọn dựa trên tiêu chí Akaike (AIC) bằng cách so sánh 56 mô hình cho phân tích PALM. Phân tích mô phỏng phi thông số sẽ được sử dụng để cung cấp độ tin cậy về thống kê cho các nhánh trong cây phát sinh chủng loại sử dụng phương pháp hợp lý tối đa (Felsenstein 2003). Các giả thuyết về cây phát sinh loài cũng được tính toán sử dụng phương pháp tiết kiệm tối đa (Maximum Parsimony) có trong phần mềm PAUP* v4.0b10 (Swofford 2001) và phương pháp Bayesian có trong phần mềm MrBayes v3.2 (Ronquist et al. 2012). Từ cây quan hệ di truyền được xây dựng sẽ phân tích được các quần thể, các loài có quan hệ gần gũi (các loài nằm trên cùng nhánh) và từ đó có thể liên hệ thảo luận các vấn đề liên quan như chúng có quan hệ gần gũi do có đặc điểm hình thái giống nhau, do có khoảng cách địa lý gần nhau, do phân bố ở sinh cảnh tương đồng,….

5.5. Đánh giá loài có giá trị bảo tồn và địa điểm ưu tiên bảo tồn
Loài có giá trị bảo tồn là những loài được ghi trong các tài liệu: Sách Đỏ Việt Nam, Danh lục Đỏ IUCN, các loài có tên trong các Nghị định của Chính phủ, Phụ lục của CITES, các loài hiện ghi nhận phân bố của Việt Nam được coi là loài đặc hữu.

Xác định địa điểm cần ưu tiên bảo tồn các loài lưỡng cư thông qua phương pháp cho điểm và chồng ghép các lớp đánh giá. Các tiêu chí đánh giá bao gồm: Mức độ đa dạng loài, số loài có giá trị bảo tồn, diện tích và chất lượng sinh cảnh, mức độ tác động của con người theo tài liệu của Nguyễn Quảng Trường và cs. (2011).

5.6. Đánh giá đặc điểm phân bố của các loài lưỡng cư
Đánh giá phân bố theo sinh cảnh: Căn cứ vào sự phân chia thảm thực vật của UNESCO 1973 và mức độ tác động của con người đến sinh cảnh tự nhiên theo tài liệu “Sổ tay hướng dẫn điều tra và giám sát đa dạng sinh học (2003)”, đồng thời căn cứ vào hiện trạng rừng trên của Việt Nam, có thể phân chia thành 3 dạng sinh cảnh gồm: sinh cảnh quanh khu dân cư, rừng tự nhiên bị tác động mạnh và rừng tự nhiên ít bị tác động.

Đánh giá phân bố theo đai độ cao: Bain & Hurley (2011) căn cứ vào điều kiện tự nhiên như địa hình và thảm thực vật đã chia khu vực Đông Dương thành 2 đai độ cao dưới 800 m và từ 800 m trở lên. Trong các nghiên cứu này có thể chia các đai độ cao theo mức mỗi 100 m hoặc chia theo các đai 800 m, 800 m-1600 m và 1600 m trở lên, tùy vào điệu kiện địa hình thực tế và yêu cầu của nghiên cứu.

PHỤ LỤC 16.5
HƯỚNG DẪN PHƯƠNG PHÁP ĐIỀU TRA ĐA DẠNG SINH HỌC CÁ
1. Thiết bị, dụng cụ và hóa chất, vật tư cần thiết

1.1. Dụng cụ thu mẫu

Do môi trường sống của cá rất đa dạng, chế độ dinh dưỡng, tập tính bắt mồi, cũng như kích cỡ của chúng rất khác nhau, vì vậy, tùy đối tượng cần đánh bắt mà chọn ngư cụ cũng như thời điểm đánh bắt thích hợp. Không thể có một loại ngư cụ dùng để đánh bắt tất cả các loại cá, cũng như không thể đánh bắt tất cả các loại cá ở cùng một thời điểm. Các dụng cụ đánh bắt cá có rất nhiều loại như lưới, chài, te, câu xẻo,vó, đăng, chũm, lờ,.. Ngoài ra, cũng có thể sử dụng điện để đánh bắt cá.  

Ngư dân là những người có nhiều kinh nghiệm nhất để đánh bắt cá. Vì vậy, họ là những người đánh bắt hiệu quả nhất cũng là người hiểu rõ cần loại ngư cụ nào, đặt ở nơi nào cho phù hợp cho một đối tượng ta cần đánh bắt.
Một số ngư cụ thu mẫu cá thường gặp
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1.2. Dụng cụ chứa mẫu

Trên thực địa, dùng lọ nhựa to hoặc túi nilon lớn để chứa vật mẫu là tốt nhất; Thùng tôn đựng toàn bộ mẫu. Ở phòng thí nghiệm, nên sử dụng bình đựng mẫu bằng chất liệu thủy tinh, có nắp kín và bên trong có lớp lót cao su hoặc lớp nhựa dẻo để đảm bảo cồn không bay hơi. Kích thước và hình dạng bình đựng mẫu tùy thuộc vào kích cỡ của mẫu nhưng dạng phổ biến nhất là bình hình trụ. Đôi khi, có thể dùng bình nhựa nhưng độ bền kém hơn. Trong trường hợp nắp bình thủy tinh không kín có thể dùng băng parafin, sáp mỡ va-dơ-lin, hoặc nến để phủ vào khe hở
1.3. Nhãn hiệu mẫu

Nhãn hiệu mẫu (Etiket) phải là loại giấy bóng mờ, không bị hỏng khi ngâm trong nước, trong cồn hoặc formol. Trên nhãn cần thể hiện các thông tin sau:

	TÊN CƠ QUAN NGHIÊN CỨU

Tên đề tài hoặc dự án……………………………………………………………

Tàu………………………………Địa điểm điều tra……………………………

Trạm (tọa độ)……………………Thời gian…………………………………..

Số mẫu…………….. ……………Ngư cụ…………………………………….

Người thu mẫu …………………………………………………………………


Ngoài nhãn mẫu, còn chuẩn bị các thẻ đeo số cá (cho từng cá thể loài).

1.4. Dụng cụ hỗ trợ phân tích mẫu

Phòng phân tích cần trang bị hai loại kính hiển vi: Kính hiển vi soi nổi và kính hiển vi trường sáng. Hiện nay, kính hiển vi soi nổi đã trở thành dụng cụ phổ biến trong nghiên cứu y sinh, kĩ thuật điện tử...có sẵn trên thị trường. Tùy mục đích nghiên cứu, có thể trang bị thêm các thiết bị hỗ trợ như màn hình, máy chụp ảnh, máy vi tính được nối với kính hiển vi.

1.5. Các dụng cụ thiết bị hóa chất khác

Ngoài các dụng cụ hoá chất đã trình bày trên, thì cần có một loạt các dụng
cụ kèm theo để sử dụng cho chuyến đi điều tra cá trên thực địa, đặc biệt khi điều
tra trên biển:
- Xô, chậu;
- Máy định vị GPS;
- Khay men, thước kẹp, thước thẳng có phân chia đến mm;
- Bộ đồ giải phẩu tiểu gia súc;
- Bể cá nhỏ để chụp ảnh cá;
- Xi lanh và kim tiêm;
- Găng tay cao su loại dày và mỏng, túi ni lông các cỡ;
- Khăn lau tay, xô màn;
- Formol 40% (nguyên chất), cồn công nghiệp 90%;
- Sổ sách và các bảng biểu;
- Cân và các quả cân;
- Các ảnh cá và các tài liệu định loại có liên quan đến vùng nghiên cứu;
- Ủng, bộ đồ lội nước, - Chuẩn bị các thiết bị bảo hộ, an toàn lao động: quần áo bảo hộ lao động, mũ, áo mưa, áo phao, ủng cao su, găng tay, túi cứu thương, dược phẩm, Đèn pin,…

1.6. Kiểm tra trang thiết bị, dụng cụ

Trước khi đi thực địa điều tra, thu mẫu phải chuẩn bị và kiểm tra đầy đủ các loại lưới thu mẫu vật và dụng cụ, hóa chất. Các biểu ghi, lọ đựng mẫu phải có số hiệu. Phải ghi bằng bút chì đầy đủ các hạng mục.

Di chuyển nhân lực, thiết bị tới khu vực điều tra. Phương tiện khảo sát tại hiện trường. Các dụng cụ thu mẫu,…

2. Thiết kế các tuyến/điểm điều tra

Tại mỗi vùng nước điều tra ĐDSH thủy sinh vật nói chung, Cá nói riêng, cần tiến hành thiết kế các điểm/mặt cắt phù hợp với điều kiện tự nhiên của mỗi kiểu thủy vực và đối tượng điều tra, thu mẫu.

- Việc thiết kế các điểm/mặt cắt điều tra ĐDSH Cá tại mỗi thủy vực cần được thực hiện sau khi đã có những thông tin về điều kiện tự nhiên, kinh tế-xã hội ở đó hoặc có khảo sát sơ bộ một cách khoa học trên thực địa.

- Các điểm/mặt cắt điều tra Cá phải đủ để bao quát toàn bộ các nơi cư trú quan trọng của thủy vực, thí dụ tại các HST sông, suối, hồ nước ngọt nội địa, lưu ý các vùng nước ven bờ, xa bờ, các sinh cảnh có bụi thủy sinh, rong,...

- Thiết kế các điểm/mặt cắt điều tra: Tại mỗi thủy vực điều tra, tùy thuộc vào mỗi kiểu HST, nơi cư trú đặc trưng riêng của mỗi nhóm đối tượng điều tra, có những thiết kế riêng các điểm/mặt cắt điều tra, các thí dụ như sau:

+ Đối các kiểu HST sông nhánh, lạch triều, lựa chọn các điểm điều tra dọc sông.

+ Với hệ sinh thái sông, suối, có thể thiết kế một số mặt cắt (đối với lòng sông rộng) với 3 điểm thu mẫu bờ trái, bờ phải và giữa dòng. Với lòng sông hẹp chỉ xác đỉnh các điểm điều tra, thu mẫu dọc sông.

+ Với hệ sinh thái cửa sông, thiết kế một số mặt cắt theo hình rẻ quạt từ trong cửa sông hướng ra ngoài biển và về hai bên cửa sông, trên đó, xác định các điểm điều tra thu mẫu.

+ Đối với kiểu HST thuỷ vực nước đứng hoặc chảy chậm như hồ, hồ chứa nước ngọt hoặc theo chế độ triều như đầm phá, vũng vịnh ven biển: thiết kế các mặt cắt ngang, trên đó có những điểm điều tra sao cho đủ để phản ảnh hết giá trị số liệu của thuỷ vực. Đặc biệt, cần lưu ý các điểm quan trắc thể hiện theo chiều không gian từ thượng lưu tới hạ lưu hồ (đối với hồ chứa) hoặc vùng tiếp giáp với sông ở lục địa tới vùng cửa đầm, phá thông với biển.

+ Đối với vùng biển, xác định các mặt cắt điều tra, thu mẫu theo chiều ngang từ bờ ra ngoài khơi (xu hướng gần vuông góc với đường bờ), trên đó xác định các điểm thu mẫu.

- Vị trí các điểm/mặt cắt điều tra được xác định chuẩn xác tọa độ bằng máy GPS.

- Số lượng mặt cắt cũng như số điểm điều tra Cá tại mỗi kiểu HST của thủy vực tùy thuộc vào kinh phí cho phép.

3. Thực hiện điều tra đa dạng sinh học cá ở hiện trường

3.1. Điều tra thành phần loài

Trong quá trình điều tra cá, cần thiết phải thu thập các chứng cứ của các loài (mẫu vật, hình ảnh, ...). Đối với các loài cá quý hiếm, nguy cấp hoặc bị đe dọa thì có thể không cần thiết thu mẫu để làm tiêu bản, thay vào đó có thể thu mẫu ADN (thường lấy mẫu vây, vẩy). Việc phát hiện các loài cũng có thể thông qua quan sát trực tiếp ở thủy vực cá sinh sống. Một số loài cá cần thu mẫu để phục vụ công tác định loại trong phòng thí nghiệm. 

3.1.1. Thu thập mẫu vật

Phương pháp thu mẫu cá ở thực địa là rất quan trọng, phương pháp thu mẫu chuẩn sẽ tạo những kết quả điều tra có độ tin cậy cao. Đối với cá nước ngọt nội địa, thời gian và thời điểm điều tra: nên tiến hành về mùa khô, bổ sung thêm vào mùa mưa, khảo sát trong khoảng 1, 2 năm để có số liệu chính xác nhất. Trong ngày, cần quan sát đánh bắt vào nhiều thời điểm, kể cả ban đêm để có thể thu được nhiều loài cá khác nhau sống trong thủy vực. Ngoài việc đặt bẫy đánh bắt, thu thập mẫu vật ta còn có thể phát hiện dấu vết của các loài cá để lại như vết ăn, tổ đẻ của chúng.

Do môi trường sống, chế độ dinh dưỡng, tập tính kiếm mồi cũng như kích
cỡ cơ thể của cá rất đa dạng nên không thể có một loại ngư cụ hay thời điểm
nhất định nào có thể giúp ta thu được tất cả các loại cá. Vì vậy, cần có nhiều loại
dụng cụ để đánh bắt cá và lựa chọn ngư cụ phù hợp để thu mẫu. Ngư dân là những người có nhiều kinh nghiệm đánh bắt cá. Vì vậy, họ là những người đánh bắt hiệu quả nhất và cũng là người hiểu rõ cần loại ngư cụ gì, đặt ở nơi nào là phù hợp cho từng đối tượng cần đánh bắt.   

3.1.2. Thu mẫu cá ở một số hệ sinh thái đặc biệt

Thu mẫu cá ở rạn san hô và thảm cỏ biển

Do tính chất đặc thù của cá rạn san hô là di động nhanh trong các sinh cảnh của rạn, thảm cỏ, ẩn nấp trong các hang hốc của nền đáy…, nên ngoài các phương pháp thông thường nêu trên cần áp dụng các biện pháp sau:

- Sử dụng bột rotenol (rễ cây ruốc cá thường được dùng để diệt cá tạp trong các đầm nuôi tôm) để gây mê bắt cá trực tiếp trên bề mặt của rạn san hô. Đây là phương pháp không gây hại cho môi trường thủy sản theo Quy định của Cục Bảo vệ nguồn lợi Thủy sản về các loại hóa chất cấm sử dụng ở Việt Nam, 2001 [Nguyễn Nhật Thi và Nguyễn Văn Quân, 2005].

- Dùng lưới vây quanh rạn, gây tiếng động để xua cá vào lưới, đây là phương pháp thu mẫu có tính chọn lọc cao nhưng đòi hỏi cán bộ thực địa phải có kinh nghiệm nhất định về đánh bắt cá và có khả năng bơi, lặn tốt [Nguyễn Nhật Thi và Nguyễn Văn Quân, 2005].

- Sử dụng phương pháp lặn và quan sát trực tiếp [English et al., 1997]. Đây là phương pháp được sử dụng phổ biến cho việc nghiên cứu cá rạn san hô trên thế giới cũng như ở Việt Nam. Thời gian khảo sát thu mẫu trong ngày được tiến hành vào khoảng 8h30 sáng đến 15h30 chiều - thời điểm có độ chiếu sáng mặt trời tốt nhất. Sau khi đã xác định mặt cắt đã lựa chọn bằng thiết bị GPS, một thợ lặn rải 50m dây mặt cắt song song hoặc vuông gốc với đường bờ ở sườn dốc rạn. Việc quan sát cá được thực hiện sau đó 10 phút để cá trở lại trạng thái tập tính bình thường. Thợ lặn bơi dọc theo mặt cắt với tốc độ trung bình 30 phút/mặt cắt. Tất cả các cá thể nhìn thấy được trong phạm vi 5m mỗi bên của dây mặt cắt sẽ được ghi chép vào bảng ghi nhớ dưới nước và được phân loại tới bậc thang phân loại thấp nhất (nếu có thể) (bảng nhựa với bút chì mềm và nhóm theo phân đoạn 5m). Đối với nhóm loài ít gặp hoặc có tính đa dạng cao thì việc sử dụng máy chụp ảnh kết hợp với quay video ngầm được thực hiện song song với các nhiệm vụ khác. Chiều dài toàn thân của cá được ước lượng đến đơn vị cm. Điều kiện để thực hiện phương pháp khảo sát này là cán bộ nghiên cứu phải là người có kinh nghiệm về phân loại cá, đã được đào tạo tốt về kỹ thuật lặn sâu với thiết bị SCUBA và phải có thời gian được huấn luyện với mô hình cá được mô phỏng trong các phòng thí nghiệm.

Thu mẫu cá ở rừng ngập mặn (RNM)

Tại mỗi trạm điều tra tiến hành đánh ít nhất 1 mẻ lưới – đánh bắt chủ động (lưới đẩy bằng tay hoặc thuyền, chài, lưới rùng, lưới kéo). Thời gian của mẻ lưới bắt đầu được tính từ thời điểm lưới bắt đầu bám đáy và hoạt động ổn định sau khi thả lưới đến thời điểm bắt đầu thu lưới. Tốc độ kéo lưới phải được duy trì ổn định trong suốt thời gian kéo lưới. Hướng kéo lưới phải được duy trì ổn định trong suốt mẻ lưới. Hoặc đánh bắt cá thụ động như đặt lồng bẫy, lưới đăng, lưới đáy, lưới câu, lưới vây quanh RNM.

Phương pháp điều tra, khai thác cá biển bằng tàu biển theo các kiểu ngư cụ: lưới kéo đáy, lưới rê, câu vàng, lồng bẫy cụ thể theo Thông tư 22 /2010/TTBTNMT (Mục 7. Sinh thái biển).

Thu thập mẫu cá biển

Thu thập mẫu cá biển bằng các ngư cụ lưới kéo đáy, lưới rê, câu vàng,
lồng bẫy cụ thể theo Thông tư 22/2010/TT-BTNMT ngày 26 tháng 10 năm 2010
(Mục 7. Sinh thái biển).
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Thu mẫu cá ở hồ bằng lưới rê
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Thu mẫu cá bằng bẫy
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Thu mẫu cá bằng lưới kéo
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Thu mẫu cá bằng kích điện
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Lặn quan sát cá
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Soi đèn ban đêm 


Hình 3.1: Một số phương pháp điều tra cá (theo Mike et. al., 2013)
3.2. Xác định các đặc điểm sinh học của cá

3.2.1. Đo chiều dài cá và khối lượng cá
Đo mẫu cá là một trong các phương pháp của nghiên cứu hình thái cá, tùy theo kích cỡ cá mà có các phương pháp đo thích hợp để có được các số liệu chính xác. Phương pháp căn bản dùng bàn đo, bàn đo được thiết kế gồm bàn bằng gỗ hay kim loại, bên trên bàn có gắn cố định một thước và phần đầu của bàn đo có một tấm chắn để khi đo đầu cá đặt chạm vào tấm chắn nầy. Chiều dài của bàn đo tùy vào kích thước cá dự kiến sẽ đo.

Đối với các mẫu có lớn (lớn hơn 50 cm) thì có thể dùng thước để đo, tuy nhiên đối với cá có kích thước nhỏ có thể dùng thước đo (caliper) hay thước có phân cỡ. Thông thường nên đo cá ngay tại nơi thu mẫu, lúc nầy cá còn tươi và ẩm, những mẫu cá bị khô có thể rất khó đo chính xác vì hình dáng của cá có thể bị biến dạng, nhất là không thể kéo thẳng để đo. Trong trường hợp đo mẫu cá sống có kích cỡ lớn thì rất cần thiết phải gây mê cá trong dung dịch Sandoz Ms 222 ở nồng độ thường dùng là 1/1.000, hoặc có thể dùng dung dịch 2 - phenoxy ethanol với hàm lượng từ 20 – 30 mL/100 L nước.

Thuật ngữ chiều dài của cá thường để chỉ chiều dài toàn thân của cá. Ngoài ra còn có các khái niệm khác như chiều dài chuẩn. Chiều dài chuẩn thường được nhiều nhà nghiên cứu sử dụng, tuy nhiên khi thu mẫu với số lượng lớn và cần phải đo nhanh cá ở hiện trường thì khó thực hiện chính xác. Phương pháp đo thường dùng là để sát đầu cá vào tấm chắn, sau đó vuốt cá thẳng ra về phía tay phải và xác định chiều dài của cá dựa vào thước đã gắn trên bàn đo.
Phương pháp xác định khối lượng cá thường dùng là cân, có thể cân đĩa hay cân thăng bằng và tùy theo trọng lượng của cá mà dùng cân có mức cân tương thích. Cân thăng bằng thường ít được sử dụng do mất nhiều thời gian và độ chính xác cũng thấp. Cân điện hiện đang được áp dụng phổ biến và cho kết quả chính xác hơn. Ngoài ra, trong một số trường hợp khi cân khối lượng cá cũng phải xem xét tính đồng nhất của mẫu cá cân (mức độ ẩm chẳng hạn) để giảm sai số. Trong trường hợp không thể cân trực tiếp khối lượng cá thì có thể cân qua dụng cụ chứa cá, chẳng hạn dùng một dụng cụ chứa cá và cân khối lượng dụng cụ trước, sau đó cho cá vào cân lại. Trọng lượng cá chính là phần chênh lệch giữa khối lượng dụng cụ và cá so với khối lượng dụng cụ.
3.2.2. Nghiên cứu tuổi và sinh trưởng
Việc quản lý hiệu quả các quần thể cá đòi hỏi phải có kiến thức về tốc độ tăng trưởng của cá. Điều này đòi hỏi phải xác định tuổi của cá để phát triển mối quan hệ giữa kích thước và tuổi của cá. Đối với kiểm kê, thông tin này cung cấp những hiểu biết sâu sắc để đánh giá tác động tiềm tàng của việc khai thác đối với quần thể và theo dõi sức khỏe của quần thể có thể bị ảnh hưởng bởi những phát triển ảnh hưởng đến môi trường sống của cá. Tuổi có thể được xác định trực tiếp hoặc gián tiếp từ mẫu cá thu được. 

Đối với nhiều loài, một phép đo trực tiếp về tuổi có thể được thực hiện bằng cách phân tích cấu trúc cơ thể cứng được thu thập trên thực địa. Khi cá lớn lên, chúng lắng đọng khoáng chất trong các mô xương, tạo ra các kiểu tăng trưởng đặc trưng. Trong xương đá tai có dạng hình khuyên và ở vảy, chúng có dạng vòng tròn. Các thời kỳ sinh trưởng khác nhau có thể được xác định bằng cách đếm các dải sáng và tối đặc trưng của hình khuyên hoặc bằng cách quan sát sự khác biệt về khoảng cách giữa các vòng tròn. Bằng cách đánh giá các mẫu này, tuổi của cá có thể được xác định.

Đá tai, vảy là một số cấu trúc điển hình được thu thập để biết thông tin về tuổi. Cấu trúc được thu thập phải phụ thuộc vào nhu cầu của kiểm kê và đặc điểm của loài được thu thập. Ngoài ra, một phương pháp xác định tuổi đòi hỏi phải giết mẫu có thể hạn chế khi nghiên cứu các quần thể nhạy cảm như đối với các loài cá quý hiếm và đặc hữu.

Phương pháp dùng vẩy:
Phương pháp xác định tuổi bằng vảy thường được dùng khá phổ biến vì việc thu mẫuvà quan sát chúng dễ dàng. Người ta quan sát được các vùng đồng tâm mờ đục và trong suốt nằm liên tiếp nhau trên vẫy cá, ranh giới giữa các vùng đục và trong cho ta xác định được vòng tuổi của cá theo năm. Tuy nhiên cũng có những khó khăn khi xác định tuổi cá bằng vảy. Đối với những con cá đã lớn, thì tốc độ tăng trưởng của cá chậm lại, khi đó các vòng tăng trưởng sẽ rất khít nhau nên việc xác định tuổi càng khó khăn hơn. Hơn nữa, các vòng tăng trưởng hình thành từ các năm trước thường xòe ra hơn so với các vòng vừa mới hình thành nên càng khó xác định được các đặc điểm khác biệt, khi đó ta sẽ thấy có những vòng chồng lặp trên vảy cá.

Việc cố định và đọc tuổi trên vảy nói chung không quá khó khăn, thường chúng được quan sát trực tiếp bằng kính hiển vi. Các vảy to có thể đọc dễ dàng mà không cần dùng đến bất kỳ loại kính phóng đại nào. Nhưng đối với những vảy cá nhỏ cần phải cố định trên các slide trước khi quan sát. Đối với mỗi mẫu nghiên cứu, ít nhất 3 vảy cá cần được quan sát. Vảy được phóng to lên (thường khoảng 30 lần) và các vòng tuổi sẽ được đo từ tâm của vảy đến mỗi vòng tuổi tương ứng. Trong phương pháp này, tuổi cần được xác định trên từng cá thể dựa vào số vòng tuổi quan sát được trên vảy.
Phương pháp dùng đá tai:
Về mặt cấu trúc, đá tai có 3 kích thước trên đó có những vùng đồng tâm. Những vùng này có 2 loại là vùng mờ đục và vùng trong suốt. Quan sát đá tai của những con cá đã hoàn toàn phát triển ta sẽ thấy những vùng mờ đục và trong suốt nằm kế tiếp nhau. Việc đọc đá tai có nghĩa là chúng ta phải xác định và đếm được trên đá tai đó có bao nhiêu vùng mờ đục. Tốt nhất là nên đọc đá tai khi nó vừa được lấy ra khỏi cơ thể cá, bởi vì khi đó các vòng tuổi trên đá tai dễ dàng quan sát được ngay cả bằng mắt thường. Thường thì việc đọc đá tai phải được tiến hành nhiều hơn một lần để kiểm tra lại kết quả trước đó. Đá tai được giữ khô trong những túi nhỏ bằng giấy hoặc nhựa tổng hợp. Trong trường hợp cần thiết phải giữ ẩm thì ngâm trong cồn hoặc glycerine hoặc hổn hợp của cồn và glycerin. Thông thường, để đếm vòng tuổi của đá tai người ta để chúng trong một dung môi và quan sát trên nền tối. Trong một số trường hợp của những con cá đã lớn, đá tai của chúng cần được cắt ra để quan sát; khi đó đá tai sẽ được mài bằng các thiết bị mài đơn giản. 
3.3. Xác định giới tính và sự trưởng thành

3.3.1. Xác định giới tính

Chỉ một số ít loài cá có sự khác nhau về hình dạng bên ngoài giữa con đực và con cái (như cá nhám, cá đuối, cá ngựa), một số loài có sự khác nhau trong thời gian đẻ trứng (cá hồi đực có mõm dài hơn cá cái trong thời gian đẻ trứng). Nhiều loài cá có những đặc điểm khác biệt về giới tính và có thể nhận biết được thông qua các đặc điểm hình thái bên ngoài. Tuy nhiên, đa số các loài cá nhất là các loài cá hoang dã sống ngoài tự nhiên, xác định giới tính bằng cách quan sát các đặc điểm hình thái bên ngoài thì rất khó khăn và nhất là đối với cá chưa thành thục sinh dục.
Trong trường hợp không xác định được giới tính bằng các đặc điểm hình thái bên ngoài, cá phải được giải phẩu để quan sát tuyến sinh dục. Khi cần xác định giới tính cho một số lượng lớn mẫu, phương pháp thường được áp dụng là quan sát bằng mắt nếu cần thiết thì có thể sử dụng kính lúp. Thông thường, tinh sào có dạng dẹp và quăn dợn sóng trong khi noãn sào có dạng ống, màu hồng nhạt và có hạt. Màu sắc của tuyến sinh dục cũng là một đặc điểm quan trọng để xác định giới tính đối với cá chưa thành thục sinh dục, tinh sào thường có màu trắng hay xám, trong khi đó noãn sào thường có màu hồng nhạt hay hơi đỏ. Tuy nhiên, quan sát tuyến sinh dục bằng kính hiển vi là cách xác định giới tính chính xác nhất, kể cả khi khảo sát các cá thể chưa thành thục.
3.3.2. Xác định giai đoạn thành thục sinh dục

Sự sinh sản ở cá thường mang tính chu kỳ, các thông tin về chu kỳ thành thục và thoái hóa của tuyến sinh dục sẽ giúp chúng ta hiểu biết nhiều hơn và có thể dự đoán trước được những thay đổi và phát triển của một quần thể cá trong tự nhiên. Chu kỳ sinh sản của cá thường được xác định bằng việc khảo sát về hình thái và tổ chức mô của tuyến sinh dục. Sự thay đổi về hình thái và có tính chu kỳ của tuyến sinh dục (như hình dạng và cấu trúc) thường được sử dụng để đánh giá giai đoạn thành thục của cá. Thuật ngữ giai đoạn thành thục được sử dụng để chỉ mức độ chín của tuyến sinh dục.
Việc khảo sát tổ chức mô của tinh sào hay noãn sào phải được tiến hành ít nhất 1 năm để xác định chu kỳ phát triển và phóng thích những sản phẩm sinh dục của cá, chu kỳ này được gọi là chu kỳ thành thục.
Phương pháp thông thường để đánh giá giai đoạn thành thục của cá là xác định giai đoạn thành thục của từng cá thể theo bậc thang thành thục trong đó các đặc điểm khác biệt có thể nhận biết được bằng mắt thường. Bậc thang thành thục cho phép đánh giá nhanh mức độ thành thục và khả năng sinh sản của một số lượng lớn cá thể. Bậc thang thành thục sinh dục theo Nikolsky (1963).
Giai đoạn I: Cá thể non chưa thành thục

Giai đoạn II: Tuyến sinh dục có kích thước rất nhỏ, mắt thường hầu như không nhìn thấy trứng.

Giai đoạn III: Giai đoạn chín. Bằng mắt thường có thể nhìn thấy trứng. Tinh hoàn màu trắng trong, chuyển sang màu hồng nhạt. Khối lượng tuyến sinh dục tăng lên rất nhanh. 

Giai đoạn IV: Giai đoạn chín muồi. Tuyến sinh dục có khối lượng lớn nhất nhưng khi ấn nhẹ vào bụng cá sản phẩm sinh dục còn chưa chảy ra.

Giai đoạn V: Giai đoạn đẻ trứng. Các sản phẩm sinh dục chảy ra khi ấn nhẹ vào bụng cá. Khối lượng tuyến sinh dục từ đầu đến cuối giai đoạn đẻ trứng giảm đi rất nhanh.

Giai đoạn VI: Giai đoạn đẻ rồi. Các sản phẩm sinh dục hết sạch và lỗ sinh dục phồng lên, tuyến sinh dục dạng túi mềm nhão. Ở con cái thường có những trứng nhỏ còn ở con đực còn có ít tinh dịch sót lại. 

4. Xác định trữ lượng quần thể

Trữ lượng cá được xem là số lượng cá thể của một loài phân bố ở một khu vực nhất định. Việc xác định trữ lượng là một trong những nội dung của việc đánh giá biến động quần thể. Trong đó nghiên cứu sự biến động quần thể là ước tính các thông số của quần thể như sự phong phú, tăng trưởng, lượng bổ sung và tử vong. Vì vậy mục tiêu cơ bản của việc xác định trữ lượng là xác định được (i) số lượng hoặc trọng lượng của đàn cá, và (ii) mức độ khai thác tối ưu, nghĩa là số lượng tối đa cá có thể khai thác được mà không làm ảnh hưởng đến quần thể.

Có hai phương pháp để xác định trữ lượng: (i) phương pháp trực tiếp nhằm xác định số lượng hoặc trọng lượng đàn cá, (ii) phương pháp gián tiếp thì sản lượng cá được biểu thị gián tiếp thông qua các thông số của việc khai thác. Trong 2 phương pháp trên, người ta phát triển ra các phương pháp với các điều kiện áp dụng cụ thể khác nhau.

Phương pháp đánh dấu và bắt lại:

Phương pháp này thường áp dụng cho các thủy vực kín hoặc các loài ít di cư. Phương pháp này được thực hiện bằng cách đánh dấu một số cá thể và thả trở lại quần thể. Sau đó cá thể đánh dấu được bắt trở lại và xác định trữ lượng.

T/N = R/C hay N = TC/R

Trong đó:

N: Trữ lượng

T: Số cá thể được đánh dấu

C: Tổng số cá thể đánh bắt lại

R: Số cá thể đánh dấu được đánh bắt lại

Phương pháp dựa vào diện tích quét của lưới kéo:

Phương pháp này tốt nhất áp dụng cho các loài phân bố ở vùng ven bờ và sống tầng đáy. Địa điểm nghiên cứu phải có địa hình bề mặt tương đối bằng phẳng. Phương pháp này dựa vào số trung bình của sản lượng tại các vị trí lấy mẫu của quần thể. Trong nghiên cứu thường sử dụng lưới kéo để xác định trử lượng như sau: 

Xác định diện tích quét của lưới: a = W * TV * D
Trong đó:

W: Chiều rộng của lưới

TV: Tốc độ dắt lưới

D: Thời gian dắt lưới

a: Diện tích quét của lưới

Ước tính trữ lượng: B = Cw/v * (A/a)
Trong đó:

B: Trữ lượng

Cw: Sản lượng của 1 mẻ lưới kéo

v: Hệ số xác suất khai thác được

A: Tổng diện tích mà quần thể phân bố

Phương pháp quan sát:

Phương pháp này thường được áp dụng đối với các loài cá rạn san hô. Phương pháp này có được kết qủa đánh giá nhanh hơn so với các phương pháp khác. Tuy nhiên đòi hỏi phải có trang thiết bị hiện đại, độ sâu của khu vực nghiên cứu không quá lớn. Thường được áp dụng để khảo sát sự phân bố của loài theo độ sâu. Sử dụng máy quay hình để quan sát trên một mặt cắt ngang hoặc một diện tích nhất định. Hình ảnh được hiển thị trên màn hình hoặc ghi vào băng video để lưu trữ. Diện tích quan sát thường là một hình chữ nhật có diện tích 5m x 50m.
5. Xử lý, bảo quản và vận chuyển mẫu vật

5.1. Xử lý mẫu cá sống

Tất cả cá có thể được xác định tên loài tại hiện trường sẽ được xử lý, thống kê và thả nếu chúng ở tình trạng thích hợp (tức là không chết hoặc sắp chết) ngoại trừ những con được giữ lại vì lý do thu thập chứng từ hoặc tham chiếu. Những con cá quá lớn không thể vừa trong vật chứa mẫu phải được chụp ảnh và thả ra. Tất cả các loài (hiếm, bị đe dọa, nguy cấp) và cá câu thể thao (game fish) sẽ được thả lại càng sớm càng tốt để giảm thiểu tỷ lệ tử vong. Cá phóng sinh sẽ được đo chiều dài tối đa của mẫu vật lớn nhất và chiều dài tối thiểu của mẫu vật nhỏ nhất đối với từng loài. Chụp ảnh bất kỳ mẫu vật nào nếu thấy cần thiết.
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Hình 4.1: Đo chiều dài cá trên thực địa (theo Mike et. al., 2013)

5.1.1. Xử lý cá

Cá được phủ một lớp 'chất nhờn' bảo vệ để bảo vệ chúng khỏi nhiễm trùng, một số ký sinh trùng và tác động của nước. Bất kỳ thao tác xử lý nào đối với cá đều loại bỏ lớp chất nhờn này và khi trở lại nước, con vật sẽ nhanh chóng tử vong. 

Cá nên được xử lý càng ít càng tốt và xử lý nhanh chóng. Chất lượng nước của tất cả các thùng/ xô đựng phải được duy trì càng gần với môi trường sống tự nhiên của cá càng tốt. Không bao giờ được kéo đuôi hoặc đầu cá vì việc kéo căng có thể làm viêm các đĩa đệm và gây ra trật khớp đốt sống. 

Những con cá lớn hơn có thể được giữ bằng cách nâng đỡ đuôi của chúng (phần cuối đuôi của cơ thể) và vùng mắt bụng (bên dưới vây ngực). Nội tạng cá không được hỗ trợ tốt bởi các mạc treo và cơ và việc xử lý lâu dài trong nước sẽ làm tăng nguy cơ chấn thương nội tạng. Vì lý do tương tự, tất cả cá phải được giữ ở vị trí nằm ngang tự nhiên của chúng. Cuối cùng, nhóm thực địa nên chuẩn bị sẵn thiết bị thích hợp trước khi bắt đầu lấy mẫu cá.

5.1.2. Gây mê

Thuốc gây mê chủ yếu được sử dụng để cố định cá để có thể được xử lý nhanh hơn và được thả sống, với mức độ căng thẳng tối thiểu cho cá. Thuốc mê thường được dùng theo đơn vị liều lượng trên trọng lượng cơ thể. Trong trường hợp cá, nồng độ tối ưu của thuốc gây mê trong nước được sử dụng. Lượng thuốc mê chủ yếu phụ thuộc vào diện tích bề mặt mang của cá và do đó, có thể sử dụng cùng một loại dung dịch cho cá có kích thước khác nhau. Các giai đoạn gây mê bao gồm từ an thần nhẹ đến giai đoạn xẹp tủy, tại đó các cử động của mắt ngừng lại và ngừng tim. Thời gian dùng thuốc mê cần được theo dõi cẩn thận vì quá liều thuốc mê có thể dẫn đến tử vong. Theo quy luật, một mẻ cá nhỏ, có thể dễ dàng xử lý cùng một lúc, sẽ được dùng thuốc mê. Một khi cá giảm tốc độ và mất trạng thái cân bằng, cần xử lý nhanh chóng. Sau giai đoạn này, có nguy cơ bị kích thích quá mức. Nếu cử động mắt trở nên cực kỳ yếu ớt, cá phải được phục hồi ngay lập tức. 

Carbon dioxide là một loại thuốc gây mê hữu hiệu cho cá và có thể dễ dàng sử dụng trên thực địa. Sau khi được đưa trở lại thùng phục hồi, cá thường hồi sinh sau vài phút. Như với hầu hết các loại thuốc gây mê, liều lượng phụ thuộc vào kích thước của cá và nhiệt độ nước. Tuy nhiên, cần lưu ý rằng carbon dioxide sẽ gây ngạt ở một mức độ nào đó cho cá.

5.1.3. Hồi phục
Cá phải được hồi phục hoàn toàn sau thuốc mê trước khi được thả trở lại vùng nước. Một xô nước riêng biệt đóng vai trò như một bể thu hồi. Điều quan trọng là nước trong bể thu hồi được cung cấp oxy tốt. Điều này có thể đạt được bằng cách lấy nước ngọt và khuấy mạnh trước khi thả cá vào đó. Ở những loài cá lớn hơn, giữ cá ngược dòng nước có thể làm tăng lưu lượng nước và ôxy qua mang, thúc đẩy quá trình hồi phục. Cá không được di chuyển mạnh tới lui trong nước vì dòng nước chảy ngược mạnh qua các phần mang có thể gây hại. Tránh đặt quá nhiều cá trong bể phục hồi vì điều này làm cạn kiệt oxy nhanh chóng.

Các dấu hiệu phục hồi phải được theo dõi. Những điều này thường được biểu thị bằng sự tỉnh táo của cá, chuyển động của vây, trạng thái cân bằng của cá, v.v ... Nhiệt độ nước của tất cả các bể chứa phải được duy trì càng gần với nhiệt độ nước của hồ hoặc suối thu mẫu càng tốt. Trước khi thả, xô thu hồi được đặt trong suối hoặc hồ một thời gian để cân bằng nhiệt độ nước của nó, giảm bớt căng thẳng do chênh lệch nhiệt độ đột ngột khi thả cá. 

Cá cần được thả nhẹ nhàng bằng cách nhẹ nhàng nhúng và nghiêng thùng đựng trong nước khi thả cá nhỏ. Cá lớn hơn phải được định hướng đúng theo dòng nước và nhẹ nhàng thả xuống nước. Trường hợp cá chết trong thời gian phục hồi, tùy theo nhu cầu có thể thu thập và bảo quản làm mẫu vật nghiên cứu hoặc trưng bày. 

5.2. Xử lý mẫu cá làm tiêu bản

Đối với mỗi loài (trừ loài hiếm, bị đe dọa hoặc nguy cấp) cần tối thiểu một mẫu làm tiêu bản (bảo quản trong thùng chứa hoặc chụp ảnh). Thường mỗi loài nên làm khoảng 5 mẫu tiêu bản. Những loài khó xác định hoặc chưa được biết cần làm nhiều mẫu hơn. Các loài cá khó xác định nên được chụp ảnh khi vẫn còn sống và có màu sắc sặc sỡ để hỗ trợ khi thực hiện nhận dạng trong phòng thí nghiệm.

Cá được giữ lại để làm chứng từ hoặc bộ sưu tập tham khảo sẽ được đặt trong một thùng chứa Nalgene một gallon khoảng 20%, chứa 37% formalin. Thêm nước suối vào thùng chứa cho đến khi đầy một nửa, sau đó bắt đầu cho cá vào. Cho cá vào đầy thùng chứa khoảng 70%. Điều này sẽ làm giảm sự uốn cong và biến dạng của mẫu cá cũng như bảo quản kém. Ngoài ra, bất kỳ con cá nào dài hơn 10 cm phải được rạch một đường nhỏ trên thành bụng để bảo quản thích hợp. Sau khi bình đầy, hãy dán chặt nắp bằng băng dính điện để tránh rò rỉ hoặc đổ ra ngoài. Để tham khảo, chỉ những lọ chứa formalin mới nên có nắp đậy. Ngoài ra, hãy đảm bảo hộp đựng có nhãn bên trong và bên ngoài. Cá phải được giữ trong formalin tối thiểu hai tuần để bảo quản thích hợp. Thông thường cá cần bảo quản trong formalin trong vài tuần.
Một giải pháp thay thế để bảo quản mẫu vật là nhanh chóng làm đông lạnh chúng trong nước đá khô hoặc nitơ lỏng. Đây là một trong những phương pháp tốt nhất để bảo quản màu sắc và mô của mẫu vật. Mẫu phải được giữ đông lạnh cho đến khi đến phòng thí nghiệm và có thể được bảo quản lâu dài. 
5.3. Lấy mẫu di truyền

Ngày càng có nhiều công việc được thực hiện trong đó sử dụng các dấu hiệu di truyền và / hoặc các thông số di truyền cho các quần thể. Những kỹ thuật này rất hữu ích trong quản lý thủy sản để xác định quần thể cá, xác định cấu trúc quần thể di truyền và đánh giá đa dạng sinh học ở cấp độ di truyền. Các phương pháp thường được sử dụng để xác định sự khác biệt di truyền giữa các loài bao gồm điện di protein và phân tích DNA. 

Các mẫu mô được yêu cầu có thể khác nhau, từ mô cơ quan, đến các vây, vảy và mô biểu mô. Trước khi bắt đầu lấy mẫu, quy trình lấy mẫu phải được xác nhận với phòng thí nghiệm tiến hành phân tích để đảm bảo rằng các
mẫu thích hợp được lấy. Phần này mô tả các kỹ thuật thu thập và lưu trữ tại hiện trường cơ bản đối với các mẫu di truyền. Loại và số lượng mô cần thiết sẽ phụ thuộc vào các phân tích được tiến hành. Có ba loại cơ bản: 

1. Điện di protein: yêu cầu mô cơ quan bao gồm tim, cơ, mắt và thận tươi hoặc đông lạnh, yêu cầu chất lượng nghiêm ngặt

2. Phân tích DNA không có khuếch đại PCR: yêu cầu một lượng tương đối lớn mô thường tươi và trong dung dịch đệm, yêu cầu chất lượng nghiêm ngặt

3. Phân tích DNA với kỹ thuật khuếch đại PCR: cần rất ít mô (vây, vảy) và có thể được bảo quản trong etanol hoặc sấy khô; 

Phân tích DNA với kỹ thuật khuếch đại PCR đang ngày càng trở nên phổ biến khi các yêu cầu lấy mẫu bảo tồn và không gây chết mẫu ngày càng phổ biến. Ngoài ra, việc lấy mẫu cho hạng mục này ít khó khăn hơn ở hiện trường và cần rất ít thiết bị.

Việc lấy mẫu DNA nên được thực hiện bằng các dụng cụ bóc tách sạch và sắc. Giữa các lần lấy mẫu khác nhau, tất cả các dụng cụ phải được làm sạch bằng cồn hoặc tráng bằng nước cất. Nếu có thể, nên thay các lưỡi dao mổ dùng một lần để tránh làm nhiễm bẩn mẫu. Việc ghi nhãn kép nên được thực hiện để đảm bảo rằng các mẫu có thể được nhận dạng. Tất cả các nhãn phải được điền bằng bút chì. 

5.4. Phương pháp xử lý mẫu cá trong phòng thí nghiệm

1. Sau ít nhất hai tuần bảo quản trong formaldehyde, hãy lấy cá ra khỏi thùng và xử lý đúng cách, loại bỏ chất thải formaldehyde.

2. Đặt cá trở lại thùng chứa, đổ đầy nước và để mẫu ngâm qua đêm. Lặp lại bước này từ ba đến năm lần tùy thuộc vào số lượng cá trong lọ. Càng nhiều mẫu cá trong lọ, thì càng có nhiều formalin trong mô cá và mất nhiều thời gian để loại bỏ hơn. Thêm nước mới mỗi ngày. Các lần tiếp theo không cần phải xử lý theo cách tương tự như formalin thải ban đầu và có thể được đổ xuống cống.

3. Để bảo quản được lâu, cá cần được chuyển sang bảo quản bằng ethanol. Bắt đầu bằng cách cho cá vào cồn 20% và ngâm cá qua đêm. Sau đó tiến hành đến 50% etanol (qua đêm), và cuối cùng là 70% etanol trong thời gian dài. Không chuyển cá trực tiếp vào etanol 70% vì điều này sẽ làm cá bị cứng, co lại và uốn cong khiến việc nhận dạng khó khăn hơn hoặc không thể thực hiện được.

4. Ghi ngày tháng vào sổ Nhật ký.

5.5. Phân tích/ định loại mẫu vật

5.5.1. Phân loại bằng đặc điểm hình thái

Định danh loài thường được tiến hành bằng cách xác định một loạt các đặc điểm hình thái bao gồm: (i) mô tả hình thái của loài như hình dạng cơ thể, các loại vi, vị trí miệng, kiểu vẩy,... (ii) Các chỉ tiêu số lượng (thí dụ công thức vây) như số lượng tia vây, vẩy, đốt sống. Số lượng gai và tia vây thường là một chỉ số không đổi giữa các cá thể trong cùng 1 loài, vì vậy công thức vây là một công cụ quan trọng để định danh loài. Ngoài công thức vây, số lượng vẩy, công thức răng hầu, số tia mang, số đốt sống cũng là các chỉ tiêu số lượng quan trọng để định danh loài. (iii) Các số đo hình thái như chiều dài đầu, cao thân,... mối tương quan của các chỉ số này với chiều dài tổng cộng hay chiều dài chuẩn. Các số đo này thường được biểu hiện bằng tỉ lệ hay phần trăm.

Để định loại các mẫu vật cần phân tích các đặc điểm hình thái của mẫu vật thu được rồi so sánh với mô tả của các loài theo các tài liệu đã công bố. Định loại mẫu vật hoặc kiểm tra việc định loại qua hình ảnh thu thập được: có thể cần sự trợ giúp của các chuyên gia nghiên cứu chuyên sâu về từng nhóm. Tuy nhiên, cán bộ kiểm lâm hoặc cán bộ kỹ thuật của một số vườn quốc gia hoặc khu bảo tồn cũng có thể định loại một số loài cá phổ biến, thường gặp như cá chép, cá diếc, cá rô đồng, lươn …thông qua tham khảo tài liệu, đặc biệt là các bài báo hoặc sách chuyên khảo. Các tài liệu nhận dạng hiện nay có nhiều và in bằng nhiều thứ tiếng, được xếp vào các nhóm:

Các loại sách, hướng dẫn hoặc Atlast nhận dạng các loài cá bằng hình ảnh.

Các loại sách chuyên khảo: Động vật chí, Sách đỏ Việt Nam.

Các bài báo mô tả loài trên tạp chí chuyên ngành.

Danh sách một số tài liệu có thể dùng để tham khảo, định loại các loài cá ở Việt Nam: 
Tài liệu Cá nước ngọt:

Chen Yiyu, 1998. Fauna Sinica. Osteichthyes, Cypriniformes II. Science Press, Beijing, China.

Chu Xinluo, Zheng Baoshan, Dai Dingyuan, et al., 1999. Fauna Sinica, Osteichthyes, Siluriformes. Science Press, Beijing, China.

Kottelat M., 2001. Fishes of Laos. WHT Publications (Pte) Ltd., Sri Lanka, 198 pp.
Kottelat M., 2001. Freshwater Fishes of Northern Vietnam, Environment and
Social Development Unit East Asia and Pacific Region, The World Bank, 184 pp.

Nagao Natural Environment Foundation, 2021. Fishes of the Indochinese Mekong. Nagao Natural Environment Foundation, Tokyo, 562 pp.

Nguyễn Văn Hảo, 2005. Cá nước ngọt Việt Nam, tập II, Nxb Nông nghiệp, Hà Nội, 760 tr. 

Nguyễn Văn Hảo, 2005. Cá nước ngọt Việt Nam, tập III, Nxb Nông nghiệp, Hà Nội, 759 tr.

Nguyễn Văn Hảo, Ngô Sĩ Vân, 2001. Cá nước ngọt Việt Nam, tập I. Họ cá chép Cyprinidae, Nxb Nông nghiệp, Hà Nội, 622 tr.

Rainboth W.J., 1996. Fishes of the Cambodian Mekong, Food and
Agriculture Organization of The United Nation, Rome, 310 pp.

Rainboth W.J., Vidthayanon C., Mai D.Y., 2012. Fishes of the Greater
Mekong Ecosystem with species list a photographic atlas. Miscellaneous
publications Museum of Zoology, University of Michigan, 201, 315 pp.

Serov D., Nezdoli V.K., Pavlov D.S., 2006. The freshwater Fishes of Central
Vietnam, KMK Scientific Press Ltd., 364 pp.

Trần Đắc Định và cs., 2013. Mô tả định loại cá Đồng bằng Sông Cửu Long, Việt Nam. Nxb Đại học Cần Thơ. 178 tr.

Vidthayanon C., 2008. Field guide to Fishes of the Mekong Delta. Mekong River Commission, Vientiane, 288 tr.

Yue Peiqui et al., 2000. Fauna Sinica. Osteichthyes. Cypriniformes III. Science Press, Beijing, China.

Tài liệu Cá biển:

Allen, G., 1999. Marine fishes of South-East Asia: A field guide for anglers and divers. Periplus Editions, Singapore.

Đỗ Thị Như Nhung, 2007. Động vật chí Việt Nam. Tập 17. Cá biển. Nxb Khoa học và kỹ thuật, 391 tr.

FAO, 1985. Fishing method of the world. 1245 pp.

FAO (1999, 2001), FAO Species Identification Guide for Fishery Purposes: The Living Marine resourses of the Western Central Pacific, Vol. 3, 4, 5, 6, FAO, Rome, Italia.

Mansor, M.I., H. Kohno, H. Ida, H.T. Nakamura, Z. Aznan and S. Abdullah, 1998. Field guide to important commercial marine fishes of the South China Sea.

Nguyễn Hữu Phụng, 2001. Động vật chí Việt Nam. Tập 10. Cá biển. Nxb Khoa học và Kỹ thuật, 330 tr. 

Nguyễn Khắc Hường, 2001. Động vật chí Việt Nam. Tập 12. Cá biển. Nxb Khoa học và Kỹ thuật, 323 tr.

Nguyễn Khắc Hường, Trương Sỹ Kỳ, 2007. Động Vật chí Việt Nam.
tập 20. Cá biển. Nxb Khoa học và Kỹ thuật, 327 tr.

Nguyễn Nhật Thi, 2000. Động vật chí Việt Nam. Tập 2. Cá Biển. Nxb Khoa học kỹ thuật, Hà Nội. 183 tr.

Nguyễn Văn Lục, Lê Thị Thu Thảo, Nguyên Phi Uy Vũ, 2007. Động vật chí Việt Nam. Tập 19. Cá biển. Nxb Khoa học và kỹ thuật, 315 tr.

Tetsuji Nakabo, 2002, Fishes of Japan, Vol. I, II. Okai University Press, Japan.
Đo đạc hình thái theo Hướng dẫn nghiên cứu cá của Pravdin (1973), Rainboth (1996), Nguyễn Văn Hảo & Ngô Sỹ Vân (2001). Hệ thống phân loại dựa theo hệ thống phân loại của Eschmeyer (1998), Tên khoa học, tên đồng vật tham khảo đối chiếu online tại: 

https://researcharchive.calacademy.org/research/ichthyology/catalog/fishcatmain.asp. Tên thường gọi của loài theo Nguyễn Văn Hảo & Ngô Sỹ Vân (2001), Nguyễn Văn Hảo (2005a, b).

Một số đặc điểm hình thái để định loại một số nhóm Cá được trình bày ở các hình dưới đây:
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Hình 5.1: Các bộ phận của cá mập và cá đuối (theo Trần Đắc Định và cs. 2013)
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Hình 5.2: Các bộ phận của cá xương (theo Trần Đắc Định và cs. 2013)

Tiến trình định loại theo Nguyễn Văn Hảo (2001, 2005):

Bước 1: Tách các mẫu cá thành các dạng hình thái.

Bước 2: Tiến hành phân tích mẫu cá theo các số liệu hình thái.

Quan sát đặc điểm hình thái, đặc điểm phân loại, tính toán các chỉ số định loại của các loài cá. Sử dụng khoá định loại lưỡng phân để xác định các bậc phân loại từ cao đến thấp. Với các loài đã có mô tả, đối chiếu với mô tả gốc, mô tả các đặc điểm bổ sung và sai khác với các tác giả trước (nếu có).

Bước 3: Sắp xếp các loài vào hệ thống phân loại, lập danh lục thành phần loài.
5.5.2. Phân loại bằng phương pháp sinh học phân tử

Phân tích di truyền DNA đang ngày càng đóng vai trò quan trọng trong khoa học tự nhiên, đặc biệt là đánh giá đa dạng sinh học và trong sinh thái học. Cho tới nay, có nhiều phương pháp khác nhau được sử dụng trong nghiên cứu đa dạng di truyền quần thể sinh vật, nhưng có bốn loại chỉ thị sinh học (marker) chính thường được sử dụng: allozymes, phân tích DNA ty thể (mtDNA), microsatellites, và gần đây là đa hình các dạng nucleotide đơn (SNPs). Trong đó, marker DNA được sử dụng rộng rãi nhất vẫn là mtDNA. Cấu trúc của quần thể cá có thể được xác định thông qua trình tự nucleotide của DNA trong ty thể. Trong đó, 4 gen ty thể 16S, Cyt b, COI và D-loop hiện đã và đang được sử dụng rộng rãi trong nghiên cứu đa dạng sinh học và phân loại học. Nhưng tính theo mức độ giảm dần về sự bảo tồn của các gen, gen 16S rDNA thường được sử dụng trong phân tích đa dạng ở mức độ giữa các họ, gen cytochrome b (cyt b) được sử dụng ở mức độ giữa các họ và giữa các loài, COI được sử dụng ở mức độ giữa các loài, và cuối cùng là gen D-loop có sự biến dị di truyền cao hơn trước sự tác động của môi trường, nên gen này thường được sử dụng để phân tích đa dạng trong một loài. 

Phân tích di truyền mtDNA là công cụ hữu ích trong phân loại loài cá, xác định cấu trúc quần thể cá và mức độ kết nối di truyền giữa các quần thể. Việc phân loại dựa trên phân tích sinh học phân tử, đảm bảo tính hiệu quả và nhanh chóng để xác định loài và đánh giá đa dạng sinh học.

Cả gen ty thể (mtDNA) và gen nhân đều được sử dụng để phân loại. Nghiên cứu sẽ lựa chọn một số đoạn gene thích hợp với từng nhóm loài (ví dụ: 16S, COI, Cytb, ND2, ND4) để giải trình tự và so sánh với các trình tự đã được công bố trên Ngân hàng Gen. DNA sau khi chiết tách sẽ được sử dụng để nhân đoạn bằng phương pháp PCR. Các dữ liệu về trình tự sau đó sẽ được đọc bằng các phần mềm phù hợp và đưa ra cây phát sinh cùng với tỷ lệ sai khác về gen giữa các đối tượng nghiên cứu. 

PHỤ LỤC 16.6
HƯỚNG DẪN PHƯƠNG PHÁP ĐIỀU TRA ĐDSH ĐỘNG VẬT ĐÁY
1. Các dụng cụ và thiết bị
- Các dụng cụ cần thiết để lấy mẫu ĐVĐ bao gồm vợt tay, vợt chữ D, khung lưới Surber, lưới kéo đáy, lưới trượt đáy, lưới rà, gầu các loại, khung vuông với các kích thước khác nhau, xẻng xúc đất, dao nạo, búa và đục (để thu mẫu trên nền đáy cứng). Các loại dụng cụ thu mẫu phải tuân theo thiết kế chuẩn.

- Các dụng cụ để xử lý mẫu trầm tích sau khi đưa lên boong tầu và trước khi được sàng rửa bởi các rây lọc là phễu (hopper) và hộp gỗ; hệ thống rây ba đến bốn lớp lưới để lọc sinh vật đáy.

- Dây (12 mm) hoặc cáp (sợi dọc) để kéo hoặc nâng thiết bị - chiều dài tùy thuộc vào loại thiết bị và độ sâu lấy mẫu.

- Tàu có xuồng máy từ 8-15 tấn.

- Máy định vị vệ tinh (GPS), máy ảnh và máy quay phim có thể sử dụng ở dưới nước, cuộn dây nilon để giăng mặt cắt (có chia sẵn mét), thiết bị lặn Scuba, xô chậu (để xách nước), khay đựng mẫu, panh và kẹp (các cỡ để nhặt mẫu), dao và kéo giải phẫu, kim tiêm, kính lúp cầm tay, đĩa petri, thùng đựng mẫu, bộ đồ bảo hộ lao động (quần áo, mũ, ủng, áo mưa, găng tay), lọ nhựa đựng mẫu nước, trầm tích và sinh vật với nhiều kích thước, ….

- Các dụng cụ để lấy mẫu nước từ độ sâu mong muốn như chai Nansen hoặc chai Niskin. Các dụng cụ đo các thông số môi trường vùng ven biển như: nhiệt kế thủy ngân để đo nhiệt độ, độ chính xác ±0,5°C; nhiệt kế đảo chiều (tùy chọn) dùng để đo nhiệt độ ở độ sâu với độ chính xác ± 0,5° C; khúc xạ kế - dùng để xác định độ mặn; máy đo độ sâu; một bộ sàng tiêu chuẩn để phân tích cỡ hạt; máy đo ôxy hoặc milivôn kế kỹ thuật số cầm tay có điện cực ôxy.

- Các loại hoá chất cố định và bảo quản mẫu vật như ethanol và formalin; chất nhuộm màu Rose Bengal.

- Nhãn mẫu và bút chì không thấm nước. Các nhãn in sẵn đảm bảo rằng tất cả các thông tin liên quan được ghi lại và tăng tốc thời gian xử lý mẫu trên tàu. Sổ và bút ghi chép nhật ký thực địa, ....

- Các khóa nhận dạng chuẩn để định loại các mẫu vật được thu thập khi cần thiết.

- Một số thiết bị khác dùng trong quá trình phân tích mẫu ở trong phòng thí nghiệm là: kính hiển vi soi nổi có gắn với hệ thống máy ảnh kỹ thuật số để định loại mẫu vật; cân phân tích và máy sấy để tính sinh khối ướt và khô; lò nung để tính hàm lượng vật chất hữu cơ.

Một số loại dụng cụ phổ biến thường được sử dụng để thu mẫu động vật đáy

a) Một số loại dụng cụ phổ biến thường dùng để thu mẫu ĐVĐ ở các thủy vực nội địa (sông, suối, ao, hồ, đầm)

- Vợt tay với các thông số kỹ thuật thường là: khung có cạnh thẳng, cạnh dưới dài 20 - 25cm, các cạnh thẳng 19 - 22 cm với túi sâu khoảng 50cm. Kích thước mắt lưới có đường kính 0,5-1mm. Cán dài khoảng 1,5 m (Hình 1).
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Hình 1. Một số dụng cụ thu mẫu ĐVĐ. a) Vợt cầm tay; b) Vợt chữ D; c) Khung lưới Surber.

- Vợt chữ D (D-net): gồm một khung hình chữ nhật hoặc chữ D, đỡ một cái túi lưới với chiều sâu khoảng 50 cm, kích thước mắt lưới thường có đường kính 0,5-1mm, cán dài khoảng 1,5 m (Hình 1b).

- Khung lưới Surber: kích cỡ của khung tùy thuộc vào độ lớn và độ sâu của suối. Tuy nhiên, kích thước khung thường được dùng là 50 × 50 cm hoặc 30 × 30 cm, kích thước mắt lưới là 0,5-1mm (Hình 1c). Dụng cụ này chỉ được sử dụng ở các suối nông với vận tốc nước chảy vừa phải, dưới 10 cm/s.

- Gầu Ponar: loại nhỏ và nhẹ để có thể thao tác trực tiếp bằng tay, kích thước ngoam bùn khoảng 15 × 15 cm (Hình 2).
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Hình 2. Gầu Ponar. Nguồn: https://shop.sciencefirst.com/wildco
b) Một số loại dụng cụ phổ biến thường được dùng trong thu mẫu ĐVĐ ven biển và biển:

- Gầu Petersen (Petersen & Boysen Jensen, 1911), gồm hai hàm (Hình 3) được gắn với nhau, được giữ ở vị trí mở trong quá trình hạ xuống. Trên cùng của mỗi hàm có một cửa lưới để nước thoát ra ngoài trong khi gầu đang đóng. Khi tới đáy, dây hạ bị chùng xuống, cho phép một móc nhả (hoặc lò xo) hoạt động để kéo hai hàm gầu lại gần nhau trước khi gầu rời khỏi đáy. Những bất lợi của việc lấy mẫu bằng gầu Petersen liên quan đến hoạt động sớm của bộ nhả trong quá trình thả xuống do dây chùng tạm thời, không đâm đủ sâu vào trầm tích, và lấy mẫu không đầy đủ do lực kéo xiên lên khi đóng do sự trôi dạt của tàu. Cũng vì lý dó này mà gầu cũng có thể bị đóng trước khi chạm đáy và do đó không lấy được mẫu. Vì những lý do này mà dụng cụ lấy mẫu Petersen không còn được sử dụng nhiều bởi các nhà khoa học trên thế giới trong những năm gần đây, nhiều nghiên cứu đã lựa chọn dụng cụ lấy mẫu thay thế. Tuy nhiên, ở Việt Nam dụng cụ này vẫn được sử dụng chủ yếu để thu mẫu ở vùng cửa sông và ven biển. Một vấn đề nữa cần lưu ý là gầu Peterson dùng trong thu mẫu ở vùng biển phải có kích thước miệng gàu tổi thiểu là 30×30 cm và trọng lượng tối thiểu 40 kg. 

Eleftheriou và Holme (1984) đề xuất 3 loại gầu lấy mẫu định lượng ĐVĐ và có trọng lượng nhẹ hợp lý, đó là gầu van Veen (van Veen, 1933) (Hình 4), gầu Smith-McIntyre (Smith & McIntyre, 1954) (Hình 5) và gầu Day (Hình 6). Trong số này, gầu Smith-McIntyre, được thiết kế để có thể làm việc từ loại thuyền nhỏ ngoài biển khơi, được coi là lựa chọn tốt nhất cho điều kiện biển thoáng hơn. Các gầu nhẹ hơn có khả năng thâm nhập hạn chế hơn vào các lớp trầm tích cứng, do đó, khó có khả năng lấy mẫu sâu hơn. Vì vậy, nên sử dụng các dụng cụ lấy mẫu nạo vét (lưới cào, lưới rà) để bổ sung thông tin thu được từ việc thu mẫu bởi các gầu.
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Hình 3. Gầu Petersen (Nguồn: Eleftheriou, 2013).
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Hình 4. Gầu Smith-McIntyre (Nguồn: Eleftheriou, 2013).
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Hình 5. Gầu van Veen (Nguồn: English et al., 1997).

- Day grab: Gầu Day (Day, 1978; Hình 6) có thể được lựa chọn thay thế cho kiểu gầu Smith – McIntyre. Mặc dù đơn giản hơn nhưng loại gầu Day dường như vẫn lấy mẫu hiệu quả như loại gầu Smith – McIntyre (Tyler & Shackley, 1978).
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Hình 6. Gầu Day

- Lưới cào đáy (dredge) cần cho việc lấy mẫu ở những vùng nước sâu hơn. Lưới cào đáy có khung kim loại nặng và được thiết kế để phá vỡ các mảnh đá, cào các sinh vật ra khỏi bề mặt cứng hoặc xâm nhập hạn chế và thu thập trầm tích và ĐVĐ. Loại thu mẫu tốt nhất ở Anh là loại lưới được mô tả bởi Holme và Mc Intyre (1971) và được minh hoạ trong hình 7. Nó gồm một khung hình chữ nhật bằng kim loại với kích thước miệng lưới được khuyến nghị khi hoạt động từ các thuyền nhỏ là 0,50 mét với kích thước mắt lưới kéo dài là 1 mm. Để giảm sự mài mòn và rách, lưới cần được bọc khít bởi một lớp vật liệu chắc chắn. Tổng trọng lượng của trầm tích đáy nạo vét nên được tiêu chuẩn hóa vào khoảng 5-10 kg. Điều này rất quan trọng vì nó có ảnh hưởng lớn đến khoảng cách mà cào đáy đã cào.
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Hình 7. Lưới cào đáy Charcot. Nguồn: English et al., 1997.

- Lưới cào trượt đáy (Ockelmann sledge; Ockelmann, 1964) với kích thước miệng lưới là 0,5 mét (Hình 8) và kích thước mắt lưới khi kéo căng là 1 cm. Kích thước lưới rà cần được lựa chọn để có thể dễ dàng xử lý bởi một số lượng tối thiểu nhân lực vận hành từ một chiếc thuyền nhỏ. Nếu có thuyền lớn hơn, có thể sử dụng lưới rà với kích thước miệng lưới là 0,65 mét.
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Hình 8. Lưới cào trượt đáy Ockelmann. Nguồn: English et al., 1997.

- Lưới rà đáy (trawl) được sử dụng để có thể thu thập quần xã ĐVĐ sống trên bề mặt đáy hoặc gắn với các vật thể chìm dưới đáy và các nhóm ĐVĐ có khả năng di chuyển nhanh như tôm, mực, cua (các hình 9 & 10). Lưới kéo Otter với miệng lưới dài 10 mét và kích thước mắt lưới là 3 cm được đề xuất trong các đợt điều tra ĐVĐ trên diện rộng, đặc biệt là khi yêu cầu cần có cả các thông tin về những nhóm di chuyển nhanh như tôm và mực.
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Hình 9. Một số loại lưới rà đáy hay có thể gọi là lưới kéo dầm (beam trawl). Lưới kéo chùm hai mặt Agassiz; (b) Lưới kéo; (c) Lưới kéo Otter. Nguồn: Eleftheriou, 2013.
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Hình 10. Lưới rà đáy (lưới kéo dầm) nhỏ dùng trong nghiên cứu

c) Dụng cụ, thiết bị, hóa chất và tài liệu cần thiết khác:

- Khung vuông với các kích thước 1m2, 0.5m2, 0.25m2, 0.0225m2 có thể kết hợp với lõi vuông (corer) 0.225 m2 để thu mẫu định lượng ĐVĐ ở vùng triều đáy mềm bao gồm thảm cỏ biển, rừng ngập mặn. Khung vuông 1m2, 0.5m2, 0.25m2 cũng được sử dụng khi thu ĐVĐ ở rạn đá vùng ven bờ và ven đảo.
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Hình 11. a) Khung vuông 0,25 m2; b) lõi vuông (corer) 0,225 m2 và rây lọc.

- Hệ thống rây ba đến bốn lớp lưới để lọc sinh vật đáy. Sinh vật đáy có nhiều kích cỡ khác nhau, nên cần có bộ rây nhiều tầng để lựa ra nhiều cỡ sinh vật. Nhiều tầng còn có ý nghĩa để ngăn bớt chất đáy ở nhiều cỡ rây cho dễ nhặt mẫu. Quan trọng nhất là cỡ mắt lưới ở dây cuối cùng, làm thế nào để giữ được sinh vật cỡ nhỏ nhất mà ta muốn thu, thường là giun ít tơ và nhiều tơ. Do đó tốt nhất là nên dùng bộ rây có 3-4 tầng. Tầng trên cùng có mắt lưới cỡ 5 × 5 mm; tầng các tầng tiếp theo có mắt lưới lần lượt là 3 × 3 và 2 × 2 mm; tầng cuối cùng có mắt lưới cỡ 1 × 1 mm hoặc 0,5 × 0,5 mm (các hình 12 & 13).
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Hình 12. Hệ thống rây tròn ba lớp
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Hình 13. Hệ thống rây khung chữ nhật 3 lớp. Nguồn: English et al., 1997

- Để xử lý mẫu trầm tích sau khi đưa lên boong tầu và trước khi được sàng rửa bởi hệ thống rây lọc, một số thiết bị đã được sử dụng ví dụ như phễu (hopper) (Hình 14) và hộp gỗ (Hình 15). Nếu không có các thiết bị chuyên dụng thì giai đoạn xử lý mẫu trầm tích sẽ mất rất nhiều thời gian và nhân lực và có thể sẽ làm thất thoát các mẫu sinh vật đáy.
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Hình 14. Phễu xử lý mẫu trầm tích được thu từ các gầu đáy. Nguồn: English et al., 1997
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Hình 15. Hộp gỗ xử lý mẫu trầm tích dùng cho các loại cào đáy. Nguồn: English et al., 1997
2. Điều tra động vật đáy ở các thủy vực nước ngọt

Mục đích của việc lấy mẫu là để thu thập một mẫu có thể so sánh (về thành phần loài, mật độ, sinh khối) được với những mẫu khác, được lấy từ (cùng một địa điểm trong một khoảng thời gian và/hoặc với các mẫu tương tự được lấy từ các địa điểm khác và các sông, suối khác. Điều này chỉ có thể đạt được bằng cách làm việc chặt chẽ với một tập hợp các qui trình đã thống nhất. Bất kỳ sự sai lệch nào so với các qui trình khi chúng đã được thống nhất và bắt đầu được sử dụng đều có thể gây khó khăn cho việc so sánh, nếu không muốn nói là không thể. Để mọi người có thể thực hiện các qui trình đã thống nhất, các phương pháp cần phải được đơn giản và rẻ tiền để có thể thực hiện bởi nhiều đối tượng khác nhau (Nguyen et al., 2004).

2.1. Lựa chọn các vị trí thu mẫu

Các con sông, suối và vị trí thực tế được lựa chọn sẽ phụ thuộc phần lớn vào bản chất và mục đích của nghiên cứu cụ thể. Mục đích điều tra có thể bao gồm cả việc xác định tác động và mức độ của một sự cố cụ thể hoặc nguồn ô nhiễm điểm. Trong trường hợp này, lý tưởng là chọn ít nhất một địa điểm phía trên nguồn và một loạt các điểm phía dưới, để chứng minh liệu có ảnh hưởng xấu đến đa dạng quần xã ĐVĐ hay không và nếu có, thì mức độ ảnh hưởng đã lan rộng đến mức nào. Cũng có thể có một yêu cầu lặp lại khảo sát định kỳ để xác định mức độ phục hồi theo thời gian. Ngoài ra, mục tiêu có thể là kiểm kê chất lượng nước và ĐDSH trong một hệ thống sông, suối hoặc trên quy mô khu vực hoặc quốc gia, trong trường hợp đó, số lượng các địa điểm thu mẫu sẽ lớn hơn nhiều và sẽ có yêu cầu lặp lại các cuộc khảo sát, sử dụng các địa điểm giống nhau trong các khoảng thời gian.

Dù mục đích là gì, các vị trí điều cần đại diện cho toàn bộ khu vực điều tra, để có thể lấy mẫu đại diện tất cả các dạng sinh cảnh chính trong thời gian lấy mẫu được xác định trước (xem phần thu mẫu bên dưới). Nên tránh những khu vực chịu ảnh hưởng cục bộ không điển hình như cầu, đập, bờ nhân tạo hoặc bị tác động bởi người hoặc hoạt động của gia súc (trâu, bò).

2.2. Đo đạc, quan sát và mô tả các thông số môi trường cơ bản tại vị trí điều tra

Tốt nhất, dữ liệu hóa học và vật lý nên có sẵn cho mỗi địa điểm điều tra. Điều này sẽ cho phép việc giải thích chính xác hơn các dữ liệu ĐDSH thu thập được bằng cách xây dựng một bức tranh về khu hệ ĐVĐ đặc trưng cho các địa điểm có đặc điểm tương tự. Nó cũng sẽ cho phép hệ thống tính điểm chất lượng môi trường được điều chỉnh để phản ánh các điều kiện địa phương một cách chính xác hơn. Do nguồn lực tài chính và nhân lực có hạn nên trong nhiều chương trình điều tra ĐDSH đã bỏ qua việc thu mẫu môi trường. Tuy nhiên, cần có được một bộ dữ liệu cơ bản cho từng địa điểm, bao gồm: ước tính về độ sâu, chiều rộng, vận tốc dòng chảy, mô tả về các đặc điểm của thảm thực vật và trầm tích. Trong nhiều trường hợp, cũng có thể với chi phí tương đối nhỏ để có được ít nhất các phép đo tại chỗ của một số thông số hóa học cơ bản bao gồm pH, độ dẫn điện và nồng độ oxy, cũng như nhiệt độ. Chi tiết về các phương pháp và kỹ thuật có thể tham khảo Tiêu chuẩn Quốc gia (TCVN) như TCVN 6663-1:2011 (ISO 5667-2:2006) về Chất lượng nước – Lấy mẫu – Phần 1: Hướng dẫn kỹ thuật lấy mẫu; các Quy chuẩn kỹ thuật Quốc gia như QCVN 08-MT:2015/BTNMT về chất lượng nước mặt, QCVN 10-MT:2015/BTNMT về chất lượng nước biển, QCVN 44: 2012/BTNMT về chất lượng nước biển xa bờ, QCVN 43:2017/BTNMT về chất lượng trầm tích; và các hướng dẫn đã ban hành của Bộ Tài nguyên và Môi trường như Thông tư số: 10/2021/TT-BTNMT ban hành ngày 30 tháng 6 năm 2021 về Quy định kỹ thuật quan trắc môi trường và quản lý thông tin, dữ liệu quan trắc chất lượng môi trường.

Ước tính diện tích các kiểu nền đáy khác nhau là cần thiết để tuân theo quy trình lấy mẫu đối với ĐVĐ, vì lượng thời gian dành cho việc lấy mẫu từng loại môi trường sống tương ứng với diện tích của từng loại nền đáy.

Bản chất của lòng suối, sông cần được mô tả dựa trên 5 loại vật liệu nền đáy, như trong Bảng 3.1. Chỉ nên xem xét vật liệu nằm trên bề mặt nền và ước tính độ che phủ của từng loại vật liệu. Thông thường, không thể ước tính số lượng chính xác của từng loại vật liệu vì chất nền thường bao gồm hỗn hợp các loại. Do đó, mô tả có thể là: 50% bùn/cát và 50% cát và sỏi với một số viên sỏi cuội.

Bảng 3.1. Các loại nền đáy (nguồn: Nguyen et al., 2004) 
	Loại nền đáy
	Trục dài nhất của các hạt, cát, sỏi, đá
	Mô tả

	Bùn/sét
	<0,05 mm
	Kết cấu mềm và không gây cảm giác mài mòn cho da tay khi cọ xát

	Cát
	0,06-2 mm
	Các hạt nhỏ có cảm giác thô ráp khi cọ xát giữa ngón tay

	Sỏi/đá nhỏ
	2-64 mm
	Từ cát thô cho đến sỏi, đá có kích thước nhỏ

	Sỏi cuội/tảng đá
	> 64 mm
	Kích thước lớn hơn 64 mm

	Nền đá
	
	Phần nhô ra của đá bên dưới


Tỷ lệ lòng sông, suối được thực vật thủy sinh bao phủ cũng cần được ghi lại và phân loại hành ngập nước, bán ngập (ví dụ như sen) và nổi (ví dụ như bèo). Nếu có thể, các loài thực vật ưu thế cũng nên được ghi lại.

2.3. Thu thập mẫu động vật đáy

2.3.1. Phương pháp thu mẫu bán định lượng động vật đáy ở suối nông (có thể áp dụng khi thu mẫu ở ven bờ các sông, suối sâu và ao, hồ) bằng vợt tay và cào đáy

Tổng thời gian thu mẫu tiêu chuẩn cho một vị trí là 3 phút. Không bao gồm thời gian dành cho việc thay đổi vị trí hoặc dọn sạch lưới. Ngoài ra, có thể thu thập thêm ĐVĐ bằng tay trong vòng 1 phút ở các môi trường sống, chẳng hạn như đá lớn hoặc nền đá tảng nếu không dễ dàng lấy mẫu bằng các phương pháp khác.

Trước khi bắt đầu lấy mẫu, nên ước tính tỷ lệ phần trăm của tổng diện tích của khu vực được bao phủ bởi mỗi sinh cảnh hiện có. Điều này bao gồm các khu vực của các kiểu nền đáy khác nhau và các kiểu thực vật thủy sinh (chìm, nửa nổi và nổi). Thời gian lấy mẫu mỗi sinh cảnh tỷ lệ thuận với tổng diện tích của mỗi sinh cảnh (Bảng 3.2), mặc dù thông thường các mẫu được thu từ các sinh cảnh khác nhau sau đó được gộp lại. Quá trình lấy mẫu được tóm tắt trong bảng 3.3. 
Bảng 3.2. Ví dụ cụ thể về sự phân bổ thời gian lấy mẫu cho một địa điểm giả định

	Nền đáy
	Phần trăm lòng sông, suối được bao phủ

	Hỗn hợp cát và sỏi
	50%

	Bùn và sét
	5%

	Thực vật ngập nước
	30%

	Thực vật bán ngập
	15%


Bảng 3.3. Tóm tắt quá trình lấy mẫu

	Bước đầu tiên- Thu mẫu ở mặt nước (bằng vợt tay)
Thu thập ĐVĐ từ bề mặt nước

(dành tổng cộng 1 phút để chia giữa bước này và bước thứ 3)

	Bước thứ hai- Thu mẫu trên nền đáy (bằng vợt tay)
Thu thập ĐVĐ bởi A, B hoặc C

	A. Nếu thủy vực nông/có thể lội được

Thu bằng vợt cầm tay 3 phút. ĐVĐ bao gồm cả các động vật có khả năng di chuyển nhanh như tôm, cua, và nhiều loại côn trùng nước, được thu thập bằng cách kết hợp đá và quét (tùy thuộc vào bản chất của nền đáy, dòng chảy và môi trường sống). Tất cả các môi trường sống được lấy mẫu theo tỷ lệ với lớp phủ của chúng.
	B. Nếu vị trí quá sâu để lấy mẫu toàn bộ khu vực, nhưng có thể lấy mẫu ở ít nhất một số kênh chính bằng cách vợt tay

Thu bằng vợt tay 3 phút. ĐVĐ và động vật bơi tự do được thu thập bằng cách kết hợp đá và quét. Cố gắng lấy mẫu tất cả các môi trường sống theo tỷ lệ với lớp phủ của chúng, mặc dù điều này có thể không thực hiện được đối với các sinh cảnh ở các kênh chính.
	C. Nếu không thể thu mẫu ĐVĐ từ các kênh chính bằng cách sử dụng vợt tay
Đầu tiên, lấy mẫu ĐVĐ bằng cách thực hiện 3 đến 5 kéo lưới vét bao phủ tất cả các môi trường sống, bao gồm 2 lần kéo lưới song song với bờ.

Sau đó, quét bằng vợt tay trong 1 phút để thu thập các động vật bơi lội tự do và những động vật từ thảm thực vật gần bờ.

	Bước thứ ba- Thu mẫu bằng tay

Tìm kiếm và thu thập các mẫu ĐVĐ từ các tảng đá, tre, gỗ hoặc thực vật thủy sinh. Dành tổng số 1 phút để tìm kiếm bằng tay, chia cho cả bước 1 và bước 3.


Vợt cầm tay có thể được sử dụng theo nhiều cách tùy thuộc vào loại môi trường sống và kích thước của sông, suối. Ở sông, suối nông (có thể lội qua), kết hợp giữa lấy mẫu bằng phương pháp đá chân (kick-sampling) và quét tay (sweep netting) nói chung là thích hợp. Lấy mẫu bằng phương pháp đá chân là phương pháp lý tưởng cho các nền đáy chủ yếu là cát, sỏi hoặc đá cuội. Trong trường hợp này, lưới là được giữ thẳng đứng trên lòng sông, vuông góc với dòng chảy và ngay phía hạ lưu từ người thu mẫu. Lớp nền sau đó bị xáo trộn bằng cách đá và vặn bàn chân, để đánh bật các động vật không xương sống được di chuyển theo dòng chảy vào lưới. Tuy nhiên, lấy mẫu bằng phương pháp đá chân không hiệu quả khi nền đáy là bùn mềm hoặc đất sét, vì lưới rất nhanh bị chặn bởi các hạt trầm tích. Trong trường hợp này, lưới phải được lướt qua bề mặt của nền đáy đến độ sâu khoảng 10 cm, nơi hầu hết các động vật không xương sống được tìm thấy.  Ở những đám thực vật thủy sinh hoặc rễ cây ngập nước, đẩy vợt cầm tay vào chúng với nhiều chuyển động theo hướng lên trên và sang ngang.

Vợt tay cũng được sử dụng để lấy mẫu ĐVĐ ở ven bờ của các con sông lớn hơn, bằng cách lội nước, nếu điều này là khả thi, hoặc từ bờ, sử dụng phần cán kéo dài của vợt, nếu cần. Tuy nhiên, cũng cần phải lấy mẫu từ lòng sông và ở những con sông quá sâu không thể lội qua được, chúng ta sẽ sử dụng cào đáy. Tại mẫu điểm thu mẫu cào từ 3 đến 5 lần, một lần giữa dòng và hai lần cho hai bên bờ. Để giảm thời gian cần thiết để xử lý mẫu, khối lượng trầm tích trong mỗi lần cào nên giới hạn trong khoảng 3 lít.

2.3.2. Phương pháp thu mẫu định lượng động vật đáy ở suối nhỏ bằng khung Surber và ở thủy vực sâu có nền đáy mềm bằng gầu Ponar

a) Thu mẫu động vật đáy bằng khung Surber

Các phương pháp vừa kể trên chỉ có thể thu được các dữ liệu bán định lượng về mật độ và sinh khối ĐVĐ. Để thu được mẫu định lượng, cần sử dụng khung Surber (50 × 50 cm  hoặc 30 × 30 cm, kích thước mắt lưới là 0,5 mm) đối với các suối nông, có mực nước dưới 50 cm; vận tốc nước chảy vừa phải, dưới 10 cm/s; nền đáy cứng với chủ yếu là sỏi, đá và cát.

Để lấy mẫu Surber, ấn mạnh dụng cụ lấy mẫu xuống nền đáy với miệng lưới hướng về phía đầu nguồn. Nhấc từng tảng viên đá lớn và chà sạch chúng ở miệng lưới. Làm xáo trộn triệt để phần trầm tích còn lại bằng cách liên tục đào và khuấy sâu nhất có thể, để dòng nước cuốn các sinh vật và mảnh vụn vào lưới túi. Tại mỗi điểm thu mẫu, tiến hành thu 3-5 mẫu lặp (Hình 3.1).

Thu thập các mẫu ĐVĐ phải đảm bảo thể hiện được sự không đồng nhất theo chiều dọc và mặt cắt ngang của suối. Ví dụ, thu mẫu lặp đầu tiên ở đầu dưới của suối cách bờ bên phải một khoảng thích hợp; thu mẫu lặp thứ hai ở khoảng giữa của suối; và thu mẫu lặp thứ ba cách bờ bên trái một khoảng thích hợp ở đầu trên của suối. Nếu suối có chiều dài lớn, có thể thiết lập các mặt cắt ngang và thu mẫu ngẫu nhiên dọc theo mặt cắt. Mỗi mặt cắt thu tối thiểu 3 mẫu lặp, 2 mẫu ở gần hai phía bờ và 1 mẫu ở giữa dòng.
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Hình 3.1. Thu mẫu động vật đáy ở suối bằng khung Surber

b) Thu mẫu động vật đáy bằng gầu Ponar

Ở các sông, suối sâu với nền đáy mềm (bùn, phù sa, cát mịn) hoặc tương đối mềm (đất sét, sỏi, cát cứng), sử dụng gầu Ponar (kích thước ngoạm bùn 15 × 15 cm). Tại mỗi trạm khảo sát thu tối thiểu 4 gầu, mỗi mẫu trong mỗi gầu được đặt và bảo quản trong một túi/lọ chứa mẫu riêng biệt, theo các quy trình sau.

Rửa sạch gầu trước khi lấy mẫu. Thả gầu từ từ xuống lòng sông/suối/hồ. Tránh thả quá nhanh có thể gây ra sóng áp suất làm xáo trộn lớp trầm tích trên cùng hoặc phát tín hiệu cho ĐVĐ chạy khỏi khu vực lấy mấu. Khi gầu đã chạm đáy theo phương thẳng đứng và dây đang được giữ căng, giật mạnh để nhả lò xo và kích hoạt hai hàm gầu đóng lại. Sau khi gầu đã đóng lại, kéo gầu lên với tốc độ vừa phải (1m/giây). Khi gầu lên tới bề mặt nước, đảm bảo rằng các hàm đã đóng kín và còn nguyên vẹn lớp bùn mịn trên bề mặt gầu. Nước phải bao phủ mẫu trầm tích trong gầu.

Đưa gầu lên tàu và đổ vào hệ thống rây (sàng) 3-4 lớp với kích thước mắt lưới là 5 mm ×5 mm, 3 mm × 3mm, 1 mm × mm hoặc 0,5 mm × 0,5 mm. Nếu không có hệ thống rây thì phải sử dụng 1 rây có kích thước mắt lưới nhỏ nhất (0,5 mm × 0,5 mm). Rửa dưới vòi nước hoặc đưa rây vào chậu nước lớn và rửa nhẹ nhàng để loại bỏ bớt trầm tích đáy. Lưu ý: cần thao thác nhẹ nhàng, cẩn thận để giảm thiểu sự đứt gãy của các bộ phận cơ thể của nhiều loài ĐVĐ. Lặp lại quy trình này cho các mẫu lặp còn lại.

2.3.3. Xử lý mẫu

Sau khi được lọc bằng rây có kích thước 0,5 mm, mẫu trầm tích đáy được đổ ra một lượng vừa phải trong một khay trắng, nông để nhặt các mẫu ĐVĐ. Việc nhặt, tách ĐVĐ đáy có thể thực hiện tại hiện trường khi ĐVĐ còn sống (nếu có đủ nhân lực và thời gian) hoặc trong phòng thí nghiệm sau khi mẫu đã được bảo quản.

Mẫu vật có thể được cố định ban đầu bằng cồn (70-90 độ) hoặc bằng formalin (4-10%). Nếu các mẫu ĐVĐ chưa được tách khỏi trầm tích đáy thì tốt hơn là cố định trong formalin, vì điều này có thể giúp bảo quản mẫu vật lâu dài. Hóa chất cố định này làm cứng lớp biểu bì của côn trùng và giun ít tơ (Oligochaeta) và làm giảm khả năng bị phân hủy trong quá trình xử lý và bảo quản. Quy trình này phải được thực hiện bên ngoài, ở khu vực thông gió tốt và không được làm ở bên trong xe. Phải luôn đeo găng tay bảo hộ khi tiếp xúc với formalin đậm đặc.

Formalin phải được hòa đều trong mẫu vật bằng cách lật nhẹ lọ, trước đó phải đảm bảo rằng lọ có nắp khít (loại nắp có roăng cao su) được vặn chặt. Lọ phải thừa một ít khoảng trống để chứa không khí sau khi đã cho mẫu vào để đảm bảo quá trình hòa lẫn diễn ra hoàn toàn. Các mẫu phải được để cố định ít nhất qua đêm để đảm bảo rằng chúng đã được chất định hình thẩm thấu triệt để. Sau đó, các mẫu có thể được để trong formalin cho đến khi chúng được phân loại, hoặc chất định hình có thể được rửa sạch hoàn toàn và các mẫu được bảo quản trong cồn 70%. Thực hiện việc này trong tủ hút hoặc nơi thoáng khí. Tốt nhất là thêm cồn 90% với độ sâu gấp đôi độ sâu của mẫu để nước trong mẫu được pha loãng.

Formalin có thêm ưu điểm là chỉ cần vận chuyển một số lượng tương đối nhỏ dung dịch đậm đặc (40%) vào hiện trường và có thể pha loãng với nước sông đến nồng độ cần thiết. Khi cồn được sử dụng trực tiếp làm chất bảo quản ban đầu, cần hết sức cẩn thận để đảm bảo rằng nồng độ đủ để đảm bảo bảo quản thích hợp, sau khi cho phép nước chứa trong mẫu và trong các mô của chính sinh vật. Trước tiên, các ĐVĐ phải được bảo quản trong cồn 70%. Sau khi vận chuyển về phòng thí nghiệm, dung dịch cồn lần đầu phải được đổ đi, cẩn thận để không làm mất bất kỳ một mẫu ĐVĐ đáy nào, và thay lại bằng một lượng cồn 70%, đủ để phủ kín mẫu.

2.3.4. Ghi chép thông tin ngoài thực địa

Trong quá trình thực địa, các thông tin phải được ghi chép càng đầy đủ và chi tiết thì càng tốt. Ghi nhớ qui tắc của công việc là: Không vứt bỏ thứ gì; ghi lại mọi thứ; dán nhãn mọi thứ; luôn chụp ảnh tham khảo. Các thông tin cơ bản phải ghi chép lại bao gồm:

- Tên địa điểm thu mẫu, tọa độ thu mẫu;

- Độ cao, độ sâu;

- Ngày, thời gian bắt đầu và kết thúc mỗi lần thu mẫu;

- Người thu mẫu;

- Dụng cụ và phương pháp thu mẫu;

- Mô tả về sinh cảnh thu mẫu; các thông số môi trường đo đạc được; các ước tính về độ phung phú hoặc phần trăm bao phủ của các nhóm sinh vật chủ chốt; các tác động của con người nếu quan sát thấy. 

Lưu ý mỗi mẫu thu tại một vị trí nên có một mã định danh duy nhất để phân biệt với các mẫu lặp khác trong cùng một trạm thu mẫu và giữa các trạm thu mẫu.

Việc bố trí các bảng dữ liệu thực địa cần xem xét định dạng nhập dữ liệu mà phần mềm cơ sở dữ liệu yêu cầu. Bảng dữ liệu nên được thiết kế để giúp cho việc nhập dữ liệu dễ dàng nhất có thể. Phần mềm cơ sở dữ liệu và phần mềm phân tích dữ liệu phải tương thích và cho phép chuyển các tệp dữ liệu. Khuyến nghị: nên sử dụng Hệ thống Cơ sở dữ liệu quốc gia về đa dạng sinh học (NBDS) với tệp dữ liệu dưới dạng excel đã được thiết kế để nhập dữ liệu.

2.4. Định loại và phân tích mẫu động vật đáy

a) Lọc, tách mẫu vật

Trong phòng thí nghiệm, mẫu ĐVĐ được lọc qua nước bằng rây có kích thước mắt lưới 0,5 mm để loại bỏ hóa chất cố định. Công việc này nên được thực hiện dưới tủ hốt. Sau đó mẫu vật được đổ vào khay trắng để tách thành các nhóm chính (giáp xác, thân mềm, giun) dưới ánh sáng đèn.

b) Phân tích định loại thành phần loài

Mẫu vật được phân loại tới bậc loài (nếu có thể). Việc định loại nhiều nhóm ĐVĐ sẽ cần phải dùng đến kính hiển vi soi nổi và kính hiển vi để có thể quan sát các chi tiết hoặc bộ phận nhỏ. 

- Phương pháp phân loại trai, ốc nước ngọt dựa vào hình thái đã được trình bày cụ thể trong sách động vật chí của các tác giả Đặng Ngọc Thanh và nnk. (1980), Đặng Ngọc Thanh và Hồ Thanh Hải (2017). Đây cũng là các tài liệu quan trọng, mô tả khá nhiều loài trai, ốc và dễ tiếp cận nên cần tham khảo chủ yếu. Một số tài liệu tham khảo khác cũng cần được sử dụng trong quá trình định loại là Brandt (1974), He & Zhuang (2013), Đỗ Văn Tứ (2015), Do et al. (2018).

- Hai tài liệu chính cần sử dụng cho quá trình định loại tôm, cua nước ngọt là của Đặng Ngọc Thanh và nnk. (1980), Đặng Ngọc Thanh và Hồ Thanh Hải (2012). Ngoài ra, cần tham khảo nhiều tài liệu khác như Ng (1988), Liang (2004), bao gồm một số tài liệu công bố gần đây về các loài mới cho Việt Nam như Naruse et al. (2011), Shih et al. (2014), Do & Ng (2014), Do et al. (2015, 2016a,b, 2017), Do et al., (2020, 2021a,b).

- Phân loại côn trùng nước dựa theo tài liệu của một số tác giả Việt Nam như Nguyen (2003), Hoang (2005), Cao (2008).

- Liên quan đến hệ thống phân loại, có thể áp dụng hệ thống phân loại trong Cơ sở thông tin về đa dạng toàn cầu- GBIF-the Global Biodiversity Information Facility (https://www.gbif.org/) hoặc Danh mục sự sống- Catalogue of Life (https://www.catalogueoflife.org/).

c) Đếm và cân khối lượng ướt của từng loài

- Đếm số lượng cá thể của từng loài ở từng điểm thu mẫu. 

- Để tính sinh khối cần phải cân trọng lượng ướt của từng loài ở từng điểm thu mẫu. Sinh khối có thể được biểu thị theo nhiều cách khác nhau (ví dụ: trọng lượng ướt, trọng lượng khô và trọng lượng khô không tro). Phân tích trọng lượng ướt thích hợp hơn cho các cuộc khảo sát thường xuyên hay quan trắc và chỉ cân phân tích. Phân tích trọng lượng khô và trọng lượng khô không tro có thể được thực hiện trong một số trường hợp nhất định, nhưng đỏi hỏi thêm một số thiết bị như tủ sấy và lò đốt. Công việc này chỉ có thể thực hiện ở các tổ chức nghiên cứu chuyên sâu (Xem thêm chi tiết ở phần dưới). 

d) Bảo quản và lưu giữ mẫu vật

Tổ chức, sắp xếp và bảo quản các mẫu vật là những bước quan trọng trong quá trình điều tra nghiên cứu; sự minh chứng bằng mẫu vật là đặc biệt quan trọng đối với chất lượng của dữ liệu thu được. Trong trường hợp điều tra ĐDSH và sinh thái với mục tiêu chính là xác định sự phong phú của loài thì việc xác định chính xác các mẫu vật là một ưu tiên. Các khóa phân loại ở Việt Nam và trong khu vực thường không đủ để định tên cho các mẫu vật vì các tài liệu này thường không bao gồm tất cả các đơn vị phân loại hiện có. Hơn nữa, việc cập nhật liên tục trong phân loại của nhiều nhóm còn rất thiếu. Kinh nghiệm của các tác giả cho thấy giải pháp tốt nhất là xây dựng một bộ sưu tập hoặc ‘cá nhân’ hoặc với sự hỗ trợ của bảo tàng để có thể tham khảo và kiểm chứng khi cần thiết. Không nên bỏ bước này, vì việc tham khảo các mẫu vật được lưu giữ tốt là điều cần thiết cho tất cả các nghiên cứu về ĐDSH (Rigby et al., 2007). Một số tài liệu có thể tham khảo quá trình bảo quản mẫu vật là: Đỗ Văn Tứ và nnk. (2021), Rose & de Torres (2002), Rose et al. (2002), Metsger & Byers (2003).

3. Điều tra động vật đáy ở vùng biển có nền đáy mềm

3.1. Lựa chọn các vị trí thu mẫu

- Chiều dài của các mặt cắt, tổng số mặt cắt ngang, số lượng trạm lấy mẫu và cường độ lấy mẫu sẽ phụ thuộc rất nhiều vào chiều rộng của thềm lục địa, mục tiêu chính của nghiên cứu và các phương tiện sẵn có.

- Các mặt cắt phải vuông góc với bờ biển để tối đa hóa độ dốc và nên được lặp lại (ít nhất là 2 mặt cắt).

- Một loạt các vị trí lấy mẫu nên được thiết lập dọc theo các mặt cắt.

- Nên có số lượng lớn hơn các điểm lấy mẫu gần bờ biển, nơi các phân vùng cho thấy sự biến đổi là lớn nhất. 

- Đo đạc các thông số môi trường cơ bản tại vị trí điều tra. Tất cả các đợt điều tra ĐVĐ của các HST đáy mềm ven biển phải bao gồm các thông số môi trường sẽ đặc trưng cho các điều kiện tại địa điểm trong quá trình thu thập dữ liệu. Các thông số bao gồm các phương pháp khảo sát được mô tả trong hướng dẫn này đã được lựa chọn vì chúng quan trọng đối với 'sức khỏe' của quần xã ĐVĐ và chúng không yêu cầu các thiết bị đắt tiền, phức tạp. Các thông số môi trường cần được đo là: nhiệt độ, độ mặn, độ sâu và kích thước hạt trầm tích. Ngoài ra, hàm lượng oxy hòa tan và màu sắc của trầm tích cũng các thông số rất hữu ích để đánh giá. 

3.2. Thu thập, định loại và phân tích mẫu động vật đáy

3.2.1. Hướng dẫn chung

Các chương trình thu mẫu cụ thể là cần thiết để giám sát các xáo trộn, chẳng hạn như ô nhiễm, và các chương trình này phải thiết kế việc lấy mẫu thích hợp có xem xét đến các mục tiêu của nghiên cứu. Tất cả các nghiên cứu như vậy đòi hỏi kiến thức về sự biến đổi theo không gian và thời gian của ĐVĐ. Tuy nhiên, thông tin này còn rất thiếu đối với sinh vật đáy biển nhiệt đới, đặc biệt là ở Việt Nam. Do đó, chương trình lấy mẫu ban đầu nên thiết lập sự thay đổi ở quy mô rộng hơn của ĐVĐ và mô tả bất kỳ thay đổi nào trong cấu trúc quần xã khi di chuyển ra khơi (từ nông đến sâu). Điều này được thực hiện hiệu quả nhất bằng cách sử dụng các thiết bị lấy mẫu như lưới cào đáy (dredge) và lưới rà đáy (sledge, thu mẫu ĐVĐ sống trên bề mặt đáy), và thu thập trên một khu vực rộng lớn. Việc lấy mẫu như vậy có thể hoạt động như một cuộc khảo sát thí điểm cho các nghiên cứu chuyên sâu ở qui mô địa phương bằng cách sử dụng nhiều thiết bị lấy mẫu định lượng hơn, chẳng hạn như gàu (grab). Lấy mẫu lặp lại bằng lưới rà đáy cũng có thể cung cấp thông tin quan trọng về sự biến đổi theo thời gian của các sinh vật đáy lớn hơn. Các lưới vét và lưới rà đáy thu được các thành phần ĐVĐ khác với các thành phần được lấy bằng gầu, do đó cả hai loại công cụ lấy mẫu này đều cần thiết để đánh giá toàn diện các quần xã sinh vật đáy (English et al., 1997). Đối với các vùng triều nơi có những khoảng thời gian cạn đáy thì có thể dùng khung vuông 1×1 m, 0,5×0,5 m, 0,25×0,25m kết hợp với lõi vuông (corer) 0,15×0,15 m để thu mẫu định lượng ĐVĐ.

Các phương pháp điều tra được mô tả dưới đây bao gồm lưới trượt đáy (sledge), gầu (grab), lưới cào đáy (drege), và lưới kéo (rà đáy). Một chương trình lấy mẫu bao gồm lưới trượt đáy và gầu được coi là yêu cầu tối thiểu để xác định đặc điểm của quần xã ĐVĐ gần bờ. Cào đáy được mô tả như một dụng cụ lấy mẫu thay thế cho lưới trượt đáy ở những khu vực có lớp nền đáy rất mềm. Nếu việc lấy mẫu bằng lưới trượt đáy phát hiện các thảm cỏ biển, thì nên sử dụng lưới rà đáy để thu mẫu các loài có khả năng di động hơn như tôm, cua, mực (xem trong hướng dẫn điều tra thảm cỏ biển). Các thiết bị đã được lựa chọn có thể sử dụng trên các thuyền nhỏ. 

Dưới đây là qui trình chung cho việc thu mẫu ĐVĐ ở vùng biển có nền đáy mềm:

- Trong một cuộc điều tra khảo sát sơ bộ, sử dụng lưới trượt đáy và gầu lấy mẫu, nên được thực hiện để xác định đặc điểm của khu vực. Cuộc khảo sát sơ bộ có thể lấy mẫu định kỳ dọc theo mặt ngang, ví dụ: 2-4 hải lý (bằng khoảng 4-8 km). Tuy nhiên, cần chú ý đến những thay đổi về độ sâu và loại trầm tích để việc lấy mẫu trong tương lai được tinh chỉnh để phản ánh các mô hình phân vùng.

- Nên sử dụng lưới trượt đáy Ockelmann (0,5 mét vuông) và gầu Smith-McIntyre (0,05 mét vuông). Kích thước mắt lưới tối thiểu cho các mẫu rây sàng tương ứng là 1 milimét và 0,5 milimét.

- Tất cả các hoạt động lấy mẫu của lưới trượt đáy, lưới cào đáy, hoặc lưới rà đáy phải vuông góc với mặt cắt (tức là song song với bờ) tại mỗi trạm. Điều này giảm thiểu những thay đổi về độ sâu trong quá trình chạy lấy mẫu, tức là giữ cho mẫu ở cùng một khoảng độ sâu. Các mẫu ĐVĐ thu bằng gầu phải được lấy từ các trạm dọc theo mặt cắt.

- Phải thực hiện ít nhất ba mẫu lặp lại của mỗi loại dụng cụ lấy mẫu tại mỗi trạm.

- Vị trí của mỗi trạm được thiết lập trên mặt cắt phải được ghi lại khi bắt đầu lấy mẫu trạm đó bằng GPS (Hệ thống Định vị Toàn cầu).

- Đánh dấu vị trí trạm bằng phao phản xạ radar, hoặc nếu không có thì dùng phao thông thường.

Chú ý: Nếu các vị trí lấy mẫu cụ thể không sử dụng các mặt cắt ngang, các nguyên tắc phải được giữ nguyên. Do đó, đối với bất kỳ vị trí nào cũng nên có một số trạm được lấy mẫu lặp lại bằng lưới trượt đáy và gầu.

3.2.2. Quy trình cho lưới cào trượt đáy

Mặc dù lưới trượt đáy chỉ có thể lấy mẫu bán định lượng, nhưng nó là một công cụ hiệu quả để lấy mẫu sinh vật sống ngay trên bền mặt đáy (epifauna). Bởi vì những sinh vật này thường sống rất cố định theo thời gian nên chúng rất lý tưởng để xác định đặc điểm ban đầu của một khu vực.

Ưu điểm: thu thập một loạt các sinh vật đáy, bao gồm cả các sinh vật lớn hơn (sống lâu) nhưng phân bố phân tán, có thể thể hiện các mô hình lâu dài ổn định hơn.

Nhược điểm: Chỉ cung cấp dữ liệu bán định lượng.

a) Qui trình chung

- Xác định vị trí của trạm bằng GPS.

- Ghi lại các thông số môi trường xung quanh, vị trí, ngày, giờ, độ sâu, loại dụng cụ thu mẫu, số mẫu lặp lại và các dữ liệu khác trên bảng dữ liệu hoặc sổ ghi chép thực địa.

- Các lần kéo được thực hiện vuông góc với mặt cắt (tức là song song với bờ) (Hình 4.1).
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Hình 4.1. Sơ đồ thể hiện một trạm (vị trí lấy mẫu) được đánh dấu trên một mặt cắt tưởng tượng chạy vuông góc với bờ biển. Nguồn: English et al., 1997.

- Nên thực hiện ít nhất 3 lần kéo lặp lại tại mỗi trạm.

- Hạ lưới kéo bằng dây kéo lưới. Chiều dài của dây ít nhất phải bằng 6 lần độ sâu của nước tại trạm lấy mẫu. Ở vùng nước rất nông, dây phải có độ dài gấp 15 lần độ sâu của nước.

- Kéo lưới với tốc độ 2 hải lý/giờ trong 10 phút song song với bờ biển hoặc dọc theo vùng có độ sâu ổn định. Thời gian bắt đầu được tính khi chiều dài yêu cầu của dây kéo được thả hết dọc theo đáy biển.

- Chuẩn bị một loạt các rây sàng có kích thước mắt lưới 5 mm, 3 mm, 2 mm và 1 mm (Hình 14). Lưu ý: rây sàng mắt lưới to sẽ ở trên rây sàng mắt lưới nhỏ và rây sàng mắt lưới nhỏ nhất sẽ nằm ở dưới cùng.

- Đặt hộp gỗ xử lý mẫu trầm tích (Hình 15) ở chỗ bằng phẳng trên boong tàu.

- Sau 10 phút kéo, kéo lưới trở lại thuyền.

- Đặt thanh ngang ở mép sau của cào đáy vào các rãnh trên hộp gỗ xử lý mẫu trầm tích (Hình 8).

- Đổ mẫu trầm tích vào hộp gỗ.

- Nhấc hộp gỗ lên và đặt nó lên dãy sàng. Vết khía của hộp gỗ phải móc vào sàng.

- Giữ nguyên cổng gỗ (Hình 15), và dùng nước biển phun nhẹ vào mẫu, nhặt những mẫu có kích thước lớn hơn ra khỏi hộp. Nếu có nước thừa, nâng cổng gỗ lên một chút để xả nước lên các rây lọc.

- Tháo cổng gỗ và rửa chất thải qua một loạt sàng.

- Nhặt các sinh vật nhỏ hơn còn sót lại trên các rây sàng bằng cách sử dụng panh kẹp mềm.

- Bảo quản da gai, san hô mềm và bọt biển trong cồn, trong khi tất cả các mẫu vật khác phải được bảo quản trong formalin 10%:

Huệ biển và Sao biển ban đầu nên được bảo quản trong cồn không pha loãng để ngăn ngừa sự phân mảnh. Các loài hải sâm lớn cũng nên được bảo quản trong cồn không pha loãng vì khối lượng lớn dịch khoang cơ thể.

Đối với các mẫu vật lớn, cần cẩn thận để đảm bảo có đủ chất bảo quản và chất này được trộn đều qua mẫu, đặc biệt là các tổ chức bên trong. Một trong những phương pháp là rạch thành cơ thể hoặc tiêm chất bảo quản vào chúng.

Bảo quản các mẫu vật trong cồn 70%.

Xem thêm Arnold & Birtles (1989) để biết thêm về việc bảo quản và lưu giữ các mẫu động vật không xương sống.

- Ghi nhãn các mẫu với vị trí, số mặt cắt, số trạm, vị trí của trạm, độ sâu, loại dụng cụ, số lần lặp lại, thời gian và ngày tháng (Hình 2.4). Cần lưu ý thêm thông tin như điều kiện thủy triều hoặc thời tiết. Nhãn chống thấm nên được đặt bên trong lọ mẫu và các chi tiết phân biệt có thể được đánh dấu bên ngoài để có thể nhận biết nhanh chóng.

	Tên địa điểm: ……………………………………

Điểm số: …………………………………………

Vĩ độ: ……………… Kinh độ: …………………

Mặt cắt: ……………. Trạm số: …………………

Ngày: ………………. Độ sâu (m): ……………...

Loại dụng cụ thu mẫu: …………………………...

Kích thước: …….. Kích thước mắt lưới: ………...

Kiểu sinh cảnh: …………………………………..

Nền đáy: ………………………………………….


Hình 4.2. Một ví dụ về nhãn không thấm nước được in sẵn

- Tất cả các vật liệu đã sàng lọc có thể được giữ trong điều kiện này cho đến khi được phân loại trong phòng thí nghiệm, nơi các mẫu vật có thể được xác định bằng các khóa phân loại.

- Thông thường, do điều kiện hạn chế về mặt thời gian và nhân lực ngoài thực địa, các mẫu ĐVĐ chưa thể tách khỏi hoàn toàn các vật liệu trầm tích thì việc nhặt mẫu sẽ tiếp tục tiến hành trong phòng thí nghiệm dưới ánh sáng đèn hoặc dưới kính hiển vi soi nổi.

b) Các yêu cầu về tiêu chuẩn

- Sử dụng thiết bị được khuyến nghị.

- Kéo lưới trong cùng một khoảng thời gian trên tất cả các lần kéo (nên là 10 phút như trong hướng dẫn này).

- Kích thước mắt lưới sàng cuối cùng (nhỏ nhất) phải là 1 milimét.

- Ghi lại loại lưới kéo được sử dụng với tham chiếu cụ thể đến kích thước miệng lưới và kích thước mắt lưới.

c) Định loại và phân tích mẫu vật trong phòng thí nghiệm

- Các mẫu đã được thu thập và bảo quản trong formalin nên được rửa sạch bằng nước để thuận tiện cho việc định loại. Đổ formalin qua rây (1 mm) để tránh làm mất mẫu, sau đó tráng mẫu bằng nước ngọt trước khi đổ ra các khay lớn (tốt nhất là màu trắng).

- Việc xử lý các mẫu được cố định trong formalin nên được tiến hành ở những nơi có không khí trong lành lưu thông tốt (lý tưởng nhất là việc xử lý được thực hiện trong tủ hút).

- Xử lý các mẫu được bảo quản trong cồn theo cách tương tự.

- Đảm bảo rằng formalin phải được thải ra ở những khu vực được thu gom chất thải nguy hại và xử lý trước khi đưa ra ngoài môi trường.

- Sắp xếp các mẫu vật thành các nhóm tương ứng và đặt các loài lớn hơn (ví dụ như bọt biển và san hô) vào các khay riêng biệt.

- Cần thận trọng khi nhặt và phân loại các mẫu vật nhỏ (ví dụ: giun và tôm). Sử dụng phanh kẹp mềm để nhặt mẫu vật sẽ giúp tránh bị dập nát.

- Việc định loại phải được thực hiện ít nhất ở cấp độ họ và cấp độ loài nếu có thể. Nếu cần thiết, hãy gửi mẫu vật của các loài chưa biết đến các chuyên gia phân loại của từng nhóm để xác định. Một số tài liệu thường được sử dụng cho để định loại ĐVĐ là:

- Đối với ốc và hai mảnh vỏ ở biển có thể tham khảo các tài liệu chính là: Đỗ Văn Tứ và nnk. (2019, 2021), Carpenter & Niem (1998a), Nguyen Ngoc Thach (2005, 2007, 2012, 2016), Đỗ Công Thung và Lê Thị Thúy (2015), Lutaenko (2016). Ngoài ra, các mẫu ở thu ở phía Bắc Việt Nam có thể tham khảo thêm các tài liệu của các tác giả Nhật Bản (Okutani, 2017; Habe, 1964), Trung Quốc (Yang et al., 2017). Các mẫu thu ở phía Nam Việt Nam có thể tham khảo các tài liệu về khu hệ thân mềm của Phillipine (Poppe, 2008a,b, 2010, 2011), Thái Lan (Swennen et al., 2001), Inđônêxia (Dharma, 2005). Một số tài liệu chuyên khảo về thân mềm chân bụng (Robin, 2008) và hai mảnh vỏ (Huber, 2010, 2015) trên toàn thế giới và một số tài liệu khác như Abbott & Dance (1986), Cernohorsky (1971, 1972, 1978), Habe & Kosuge (1981), Keen (1971), Kira (1965), Lamprell & Whitehead (1992), Vaught (1989), Wilson et al. (1993, 1994) cũng cần được tham khảo thêm.

- Về phương pháp phân loại tôm biển Việt Nam, có thể tham khảo tài liệu của Nguyễn Văn Chung và nnk. (2000), Carpenter & Niem (1998b), Chace (1992), Holthius (1991, 1993). Ngoài ra, cần thêm khảo các tài liệu khác như: Chaitiamvong & Supongpan (1992), Lovett (1981).

- Đối với cua biển có thể tham khảo các tài liệu đã công bố như Carpenter & Niem (1998b), đặc biệt là tài liệu cho những vùng biển lân cận như Trung Quốc (Dai & Yang, 1991; Dai et al, 1986), Đài Loan (Wang & Liu, 1998a,b; Wang & Liu, 2003; Chan et al., 2009; Chan, 2010; Liu & Wang, 2010), Nhật Bản (Sakai, 1976). Một số tài liệu khác cũng cần được tham khảo là: Alcock (1895-1900; 1905), Jones & Morgan (1994).

- Một số tài liệu sử dụng chính cho phân loại san hô ở Việt Nam: Veron & Stafford-Smith (2000). Ngoài ra, cần thêm khảo thêm nhiều tài liệu khác như Nguyễn Huy Yết (1990, 1991, 1994, 1999), Nguyễn Huy Yết & Đặng Ngọc Thanh (2008), Lăng Văn Kẻn (1991a,b, 1995), Võ Sỹ Tuấn (1990, 1991, 1994, 2005, 2008), Latypov (1987, 1990, 1992, 1995a,b, 1998, 2003a,b, 2005, 2006, 2008, 2011, 2013), Latypov & Dautova ( 1998); Latypov & Selin (2008, 2011, 2012).

- Để phân loại các loài da gai ở Việt Nam cần tham khảo các tài liệu chính như Carpenter & Niem (1998b); Đào Tấn Hỗ (1994); Purcell et al. (2012). Bên cạnh đó, cần phải tham khảo thêm nhiều tài liệu khác như Fisher (1919), Rowe & Gates, (1993), Antokhina et al. (2012), Cherbonnier (1979, 1980), Clark (1938), Clark & Rowe (1971), Coleman (2007), Colin & Arneson (1995), Gosliner (1996), Gray, (1847, 1866), Imaoka et al. (1991), Kogo (1998), Linliao & Clark (1995).

- Một số tài liệu định loại chính có thể được sử dụng khi định loại giun nhiều tơ ở biển Việt Nam là: Imajima & Hartman (1964), Fauchald (1967, 1977), Strelzov (1972), Uschakov (1972), Đặng Ngọc Thanh và nnk. (1980), Viện Dầu khí Việt Nam (2010) và Day (1967). Hệ thống phân loại giun nhiều tơ tuân theo đề xuất của Rouse & Fauchald (1997, 1998).

- Định loại sâu đất Sipunculida dựa vào tài liệu của Cutler (1994), Stephen & Edmonds (1972) và Edmonds (1980).

d) Đếm số lượng cá thể và cân trọng lượng của từng đơn vị đã được phân loại tới cấp độ thấp nhất có thể ở mỗi điểm thu mẫu

Đếm số lượng cá thể của loài hoặc đơn vị phân loại thấp nhất có thể định loại được tại mỗi điểm thu mẫu. Cân khối lượng ướt, khối lượng khô và khối lượng khô không tro (nếu có thể) của từng đơn vị phân loại.

Mẫu vật được thu thập gần đây được giữ trong chất cố định đệm trong thời gian khuyến nghị là ba tháng trước khi phân tích trọng lượng ướt, để ổn định khối lượng. Trên thực tế, do giới hạn về mặt thời gian của các dự án, có thể yêu cầu phân tích sớm hơn. Trong trường hợp đó, các giá trị tuyệt đối có thể không đáng tin cậy. Trọng lượng ướt thu được bằng cách cân sau khi đã thấm khô các chất lỏng bên bằng giấy lọc. Các cá thể được đặt trên giấy lọc và thấm nhẹ xung quanh cho đến khi không còn ướt. Động vật có vỏ thường được cân cả vỏ của chúng; nước phải được xả hết trước khi cân. Tất cả các loài sống trong ống (giun nhiều tơ) nên được loại bỏ khỏi ống của chúng. Da gai và lớp Ascidiacea nên được chọc thủng để thoát nước trước khi thấm trên giấy lọc. Ngay sau khi khô, các mẫu vật được chuyển sang một hộp chứa đã được cân bì để cân trên cân. Cân phải chính xác đến 0,0001 g. Chờ khoảng 30 giây để cân ổ định, khối lượng của động vật được ghi lại với độ chính xác tới 0,0001 g. Tuy nhiên, khi một đơn vị phân loại có trọng lượng nhỏ hơn mức này, thì trọng lượng được ghi là 0,0001 g. Hộp đựng phải được cân lại trước khi cân đơn vị phân loại tiếp theo.

Khối lượng khô phải được tính sau khi sấy mẫu vật ở 60oC đến khối lượng không đổi (trong 12-24 giờ hoặc thậm chí lâu hơn, tùy thuộc vào độ dày của mẫu vật.

Khối lượng khô không tro phải được ước tính sau khi đo khối lượng khô. Nó được xác định sau khi đốt mẫu vật ở 500 °C trong lò đốt cho đến khi đạt được khối lượng ổn định (~ 6 giờ, tùy thuộc vào mẫu và kích thước mẫu vật). Nhiệt độ của lò phải được kiểm tra bằng nhiệt kế đã được hiệu chuẩn vì có thể có những khoảng chênh lệch nhiệt độ đáng kể (lên đến 50 °C) trong lò đốt. Cần thận trọng để tránh vượt quá một nhiệt độ nhất định (> 550 °C), tại đó trọng lượng giảm đột ngột có thể xảy ra do sự hình thành CaO từ vật liệu xương của nhiều động vật không xương sống (CaCO3). Điều này có thể làm giảm 44% trọng lượng của phần khoáng chất. Trước khi cân, các mẫu phải được giữ trong bình hút ẩm đồng thời làm nguội đến nhiệt độ phòng sau khi sấy khô hoặc lấy ra khỏi lò đốt.

c) Ghi dữ liệu

- Ghi lại các thông số môi trường xung quanh, vị trí và mô tả về trạm thu mẫu.

- Mô tả thiết bị đang được sử dụng để thu thập mẫu, bao gồm cả đường kính miệng lưới và kích thước mắt lưới.

- Nên đếm số lượng tuyệt đối, ngoại trừ các nhóm tập đoàn hoặc không đếm được như san hô, bọt biển, động vật hình rêu mà thay bằng cân trọng lượng ướt. Nếu không cân trọng lượng ướt thì phải ghi lại dữ liệu có mặt hay vắng mặt (có/không).

- Xác định các loài động vật được thu thập ít nhất ở cấp độ họ và cấp độ loài (nếu có thể).

- Sử dụng các phiếu nhận dạng tiêu chuẩn để ghi lại các loài được thu thập. Ví dụ về một phiếu nhận dạng đã hoàn thành được trình bày trong Hình 4.3.
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Hình 4.3. Phiếu nhận dạng mẫu vật đã được định loại với vị trí thu thập, mô tả chi tiết các đặc điểm quan trọng kèm theo ảnh chụp

3.2.3. Quy trình cho gầu

Gầu là một thiết bị hiệu quả để thu thập các mẫu định lượng của các sinh vật sống trong trầm tích, đặc biệt là các loài di chuyển chậm và ít vận động của nhóm sống sát bề mặt đáy (epifauna) và nhóm sống trong đáy (infauna). Gầu được hạ xuống theo phương thẳng đứng từ trên chiếc thuyền (tốt nhất là đứng yên) để lấy một mẫu trầm tích của một diện tích bề mặt nhất định.

Ưu điểm:

- Thu thập các mẫu định lượng của các loài di chuyển chậm và ít vận động của nhóm sống ngay trên bề mặt đáy (epifauna) và nhóm sống vùi trong đáy (infauna).

- Dễ dàng sử dụng và vận hành từ một chiếc thuyền nhỏ.

Nhược điểm:

- Việc thu thập nhóm động vật sống dưới đáy bị ảnh hưởng bởi độ sâu và khả năng ngoạm của gầu.

- Độ sâu thâm nhập phụ thuộc vào loại chất nền.

- Không lấy mẫu đầy đủ các loài động vật hiếm hoặc có khả năng di chuyển nhanh.

- Có thể xảy ra hiện tượng đóng gầu sớm.

- Các hàm gầu có thể không đóng hoàn toàn, làm mất mẫu.

- Hình dạng vết ngoạm cho các mẫu không bằng nhau ở các độ sâu khác nhau xuyên qua lớp trầm tích.

a) Qui trình chung

- Xác định vị trí của trạm bằng GPS.

- Ghi lại các thông số môi trường xung quanh, vị trí, số mặt cắt, ngày, giờ, độ sâu, loại dụng cụ thu mẫu, số mẫu lặp lại tại mỗi trạm và các dữ liệu khác vào bảng dữ liệu hoặc sổ ghi chép thực địa.

- Lấy 5 mẫu lặp lại (5 gầu) ở mỗi trạm.

- Thiết lập một loạt các rây sàng có kích thước mắt lưới 5 mm, 2 mm, 1 mm và 0,5 mm.

- Đặt phễu trên đế của nó với vòi được bố trí phía trên các rây sàng.

- Hạ gầu theo phương thẳng đứng, với tốc độ chậm và ổn định, xuống đáy biển từ trên chiếc thuyền, cố gắng giữ thuyền đứng yên. Có thể gắn thêm trọng lượng vào gầu khi dòng nước chảy mạnh và khi nền đáy khó xâm nhập.

- Gầu tiếp xúc với đáy biển và đóng lại.

- Sau khi kích hoạt gầu ngoạm và đóng lại, từ từ kéo gầu lên boong thuyền.

- Khi đã lên boong, đổ mẫu trầm tích vào phễu. Đo thể tích trầm tích trầm tích thu được, bằng cách sử dụng que đo, để đánh giá hiệu quả của thiết bị thu mẫu. Dùng vòi nước biển với tốc độ vừa phải để rửa.

- Phần chảy ra hoặc cặn lắng được hướng tới loạt các rây sàng.

- Có thể nhặt các cá thể có kích thước lớn trong quá trình rửa và cho trực tiếp vào các lọ bảo quản miệng rộng được dán nhãn thích hợp (tốt nhất là bằng nhựa).

- Bảo quản các mẫu vật như hướng dẫn ở phần trước.

- Nên dùng Rose Bengal để nhuộm màu các sinh vật trong mẫu. Thao tác này giúp các sinh vật dễ nhận diện hơn trong quá trình nhặt mẫu, đặc biệt là đối với những loài có kích thước nhỏ.

- Ghi nhãn các mẫu như hướng dẫn ở phần trước.

- Tất cả mẫu vật đã được lọc rửa có thể được giữ trong điều kiện này cho đến khi nó được phân loại trong phòng thí nghiệm bằng các khóa định loại.

b) Các yêu cầu về tiêu chuẩn

- Sử dụng thiết bị được khuyến nghị.

- Kích thước mắt rây sàng cuối cùng (nhỏ nhất) phải là 0,5 mm.

- Ghi lại loại gầu được sử dụng, có tham chiếu cụ thể đến kích thước của gầu và độ sâu ngoạm bùn của nó.

c) Tách mẫu trong phòng thí nghiệm

- Các mẫu đã được thu thập và bảo quản trong formalin nên được rửa sạch bằng nước để thuận tiện cho việc định loại. Đổ formalin qua rây (0,5 mm) để tránh làm mất mẫu, sau đó tráng mẫu bằng nước ngọt trước khi đổ ra các khay lớn (tốt nhất là màu trắng).

- Việc xử lý các mẫu được cố định trong formalin nên được tiến hành ở những nơi có không khí trong lành lưu thông tốt (lý tưởng nhất là việc xử lý được thực hiện trong tủ hút).

- Xử lý các mẫu được bảo quản trong cồn theo cách tương tự.

- Đảm bảo rằng formalin và cồn phải được thải ra ở những khu vực được thu gom chất thải nguy hại và xử lý trước khi đưa ra ngoài môi trường.

- Đặt mẫu phụ từ khay vào đĩa petri để kiểm tra dưới kính hiển vi sổi nổi.

- Nhặt tất cả các mẫu vật trong mẫu, tách thành các lớp chính trước; ví dụ: giun nhiều tơ, thân mềm, giáp xác.

- Cần thận trọng trong việc tách và nhặt các mẫu vật nhỏ (ví dụ: giun). Sử dụng phanh kẹp mềm để nhặt sẽ giúp mẫu vật không bị dập nát.

- Cho các mẫu vật vào lọ nhỏ có dán nhãn và thêm chất bảo quản (nhớ dán nhãn chống thấm). Giữ lại để phân loại tới cấp độ thấp nhất nếu có thể.

- Tiếp tục quá trình này cho đến khi toàn bộ mẫu (trong khay) đã được tách.

d) Ghi dữ liệu

- Ghi lại các thông số môi trường xung quanh, vị trí và mô tả về trạm thu mẫu.

- Mô tả thiết bị đang được sử dụng để thu thập mẫu, bao gồm cả đường kính miệng gầu.

- Nên đếm số lượng tuyệt đối, ngoại trừ các nhóm tập đoàn hoặc không đếm được như san hô, bọt biển, động vật hình rêu mà thay bằng cân trọng lượng ướt. Nếu không cân trọng lượng ướt thì phải ghi lại dữ liệu có mặt hay vắng mặt (có/không).

- Xác định các loài động vật được thu thập ít nhất ở cấp độ họ, và cấp độ loài nếu có thể.

- Sử dụng các phiếu nhận dạng tiêu chuẩn để ghi lại các loài được thu thập (xem ví dụ về một phiếu nhận dạng trong Hình 4.4).

3.2.4. Quy trình cho lưới cào đáy

Cào đáy là một dụng cụ đáng tin cậy và quan trọng trong các cuộc khảo sát để điều tra bản chất của lớp nền đáy phía trên và khu hệ động vật của nó. Cào đáy có khung bằng kim loại nặng được thiết kế để có thể xâm nhập ở các mức độ khác nhau vào trầm tích và chúng có thể được sử dụng trên nhiều loại trầm tích khác nhau. Tuy nhiên, cào đáy không lấy mẫu định lượng. Mặc dù vậy, điều tra bằng cào đáy sẽ giúp đánh giá tổng quan về đa dạng quần xã ĐVĐ khu vực nghiên cứu.

Ưu điểm:

- Hữu ích trong các cuộc khảo sát và kiểm kê trên diện rộng.

- Lấy mẫu sâu hơn vào chất nền.

- Thiết kế đơn giản.

Nhược điểm:

- Chỉ có thể cung cấp dữ liệu bán định lượng.

- Cào có thể bị mắc ở một số loại nền đáy nhất định.

- ĐVĐ sống trên bề mặt và dưới bề mặt có khả năng được lấy mẫu không đồng đều do bị 'bỏ qua' trong quá trình kéo, nếu dây kéo quá ngắn.

- Diện tích và thể tích lấy mẫu tương đối nhỏ.

- Tại các khu vực có nền đáy mềm cần thuyền có công suất lớn.

Quy trình chung:

-Xác định vị trí của trạm bằng GPS.

- Ghi lại các thông số môi trường xung quanh, vị trí, ngày tháng, số mặt cắt, thời gian, độ sâu, loại dụng cụ thu mẫu, số lần kéo lặp lại và các dữ liệu khác trên bảng dữ liệu hoặc sổ ghi chép thực địa.

- Các lần kéo được thực hiện vuông góc với mặt cắt (tức là song song với bờ).

- Cần lấy ít nhất 2 mẫu lặp lại tại mỗi trạm.

- Kiểm tra xem túi lưới đã được buộc chặt chưa.

- Hạ cào đáy xuống. Chiều dài của dây kéo ít nhất phải bằng 6 lần độ sâu của nước tại trạm lấy mẫu, tối đa là 15 lần ở vùng nước rất nông.

- Kéo cào dọc theo đáy biển với tốc độ 2 hải lý/giờ trong 10 phút song song với bờ biển hoặc dọc theo độ sâu đồng đều. Thời gian bắt đầu khi chiều dài yêu cầu của dây (để kéo ở độ sâu lấy mẫu) được thả hết. Nếu chất đáy lấp đầy lưới nhanh chóng, có thể cần phải giảm thời gian kéo. Luôn ghi lại thời gian bắt đầu và kết thúc kéo.

- Chuẩn bị một loạt các sàng có kích thước mắt lưới 5 mm, 3 mm và 2 mm.

- Đặt hộp gỗ dùng để xử lý mẫu trầm tích (Hình 16) ở vị trí bằng phẳng trên boong.

- Sau 10 phút kéo, kéo cào đáy trở lại thuyền.

- Đổ mẫu vào hộp gỗ xử lý mẫu trầm tích.

- Nhấc hộp gỗ lên và đặt nó lên dãy sàng. Vết khía của hộp gỗ phải móc vào sàng (Hình 14).

- Đặt cửa gỗ vào vị trí cũ (Hình 16), và dùng nước biển tưới nhẹ vào mẫu, chọn ra những con lớn hơn. Nếu có nước thừa, nâng cửa gỗ một chút, xả nước lên các rây lọc.

- Tháo cửa gỗ và rửa chất thải qua một loạt sàng.

- Nhặt các sinh vật nhỏ hơn còn sót lại trên sàng.

- Các bước bảo quản và dán nhãn giống như đã đề cập ở phần của lưới trượt đáy.

3.2.5. Quy trình cho lưới rà đáy

Để có được thông tin tổng thể về quần xã động vật ở nền đáy mềm, phần trên của quần xã bao gồm nhóm sống trên bề mặt (epifauna) và nhóm có khả năng di chuyển (nekton) sống ngay trên phần đáy cũng cần được lấy mẫu. Các động vật di chuyển nhanh như tôm và mực di chuyển quá nhanh so với các dụng cụ thu mẫu đã kể trên, nhưng chúng có thể được thu thập bằng lưới kéo rà đáy (trawl).

Các loại lưới kéo như Agassiz và Otter đã được sử dụng để lấy mẫu định tính nhóm sống ngay trên bề mặt. Lấy mẫu bằng lưới kéo rà đáy có thể bổ sung một cách hiệu quả thông tin thu được bằng gầu và kéo trượt đáy trong các cuộc điều tra sinh vật đáy.

Ưu điểm:

- Lưới kéo có thể thu thập nhiều hơn nhóm sống cố định trên bề mặt đáy và nhóm sống trên bề mặt đáy và có khả năng bơi lội để bổ sung cho những gì được thu thập bởi các thiết bị khác.

- Thu thập được những ĐVĐ di chuyển nhanh.

- Rất hữu ích để thu thập các loài hiếm hơn của nhóm sống trên bề mặt đáy.

Nhược điểm:

- Không thể thu thập dữ liệu định lượng.

- Dụng cụ thu mẫu lớn và cần thiết bị nặng (ví dụ như tời và cần) để vận hành.

- Yêu cầu một chiếc thuyền tương đối lớn để hoạt động.

- Thu thập tương đối ít động vật liên quan đến khu vực được quét qua bởi lưới.

a) Quy trình chung để lấy mẫu bằng lưới kéo rà đáy

- Xác định vị trí của trạm bằng GPS.

- Ghi lại các thông số môi trường xung quanh, vị trí, ngày tháng, số mặt cắt, thời gian, độ sâu, loại dụng cụ thu mẫu, số mẫu lặp và các dữ liệu khác trên bảng dữ liệu hoặc sổ ghi chép thực địa.

- Lấy ít nhất 3 mẫu lặp lại tại mỗi trạm.

- Kiểm tra xem túi lưới có được buộc chặt hay không.

- Hạ lưới kéo bằng dây kéo (dây kéo thuyền). Chiều dài của dây kéo phải xấp xỉ bằng 6 lần độ sâu của nước tại trạm.

- Cần quan sát cẩn thận khi thả lưới kéo. Ví dụ:

· Nên đặt ván kéo để mở rộng lưới.

· Phần phao nổi hoặc dây mép trên không được rối với dây mép dưới của lưới.

· Phần túi của lưới nên được trải ra thường xuyên.

- Sau khi đã thả hết chiều dài mong muốn của dây kéo, tính thời gian bắt đầu kéo.

- Kéo lưới từ 20 đến 30 phút với tốc độ thuyền 2 hải lý/giờ, song song với bờ.

- Theo dõi cẩn thận hướng kéo.

- Sau khi lưới được lấy lên, phần trầm tích trong túi lưới phải được rửa vào một khay lớn xử lý mẫu.

- Các bước bảo quản và dán nhãn mẫu vật giống như các phần trên.

b) Các yêu cầu về tiêu chuẩn

- Sử dụng thiết bị được khuyến nghị.

- Kéo lưới kéo trong cùng một khoảng thời gian trên tất cả các lần kéo.

- Ghi lại loại lưới kéo được sử dụng, với tham chiếu cụ thể đến kích thước miệng lưới và kích thước mắt lưới.

c) Ghi chép dữ liệu

- Các thông số môi trường xung quanh, vị trí và mô tả của địa điểm phải được ghi lại.

- Phải mô tả thiết bị được sử dụng để thu thập mẫu.

- Sử dụng các phiếu nhận dạng tiêu chuẩn để ghi lại các loài được thu thập.

- Xác định các loài động vật được thu thập ít nhất ở cấp độ họ, và cấp độ loài nếu có thể.

4. Điều tra động vật đáy ở rạn đá ven bờ biển

Đường bờ là khu vực chuyển tiếp giữa đại dương và đất liền. Các khu vực đá chiếm phần lớn diện tích gần bờ của thế giới. Các quần xã sống ở những khu vực này được biết đến với tính ĐDSH cao, vì đá cung cấp chất nền cứng cần thiết cho sự bám của các sinh vật không cuống, đặc biệt là rong biển. Các quần xã rong biển gần bờ này có năng suất cao và là môi trường sống quan trọng của nhiều loài cá, động vật có vú ở biển và đặc biệt là động vật không xương sống. Có thể nói vùng gần bờ có hai vùng chính: vùng bãi triều và vùng dưới triều. Vùng triều tiếp xúc luân phiên với không khí và nước trong khi vùng dưới triều liên tục bị ngập nước. Dưới đây trình bày phương pháp thu mẫu ĐVĐ bao gồm cả rong biển ở rạn đá gần bờ.

4.1. Lựa chọn các vị trí thu mẫu và một số dụng cụ, thiết bị cần thiết 

a) Lựa chọn điểm thu mẫu

Trên thực tế, khả năng tiếp cận vị trí thu mẫu là một ưu tiên. Nếu rất khó để tiếp cận vị trí thì việc thu thập mẫu vật trong tương lai có thể không khả thi. Các vị trí thu mẫu phải được đặt ở những vị trí tương đối không bị hư hại, không có bất kỳ mối đe dọa cụ thể nào, ví dụ như quy hoạch xây dựng. Cần lựa chọn cẩn thận để đảm bảo rằng vị trí này không có các đặc điểm bất thường về đặc điểm chung của cảnh quan biển và môi trường sống. Sự cân bằng giữa việc lựa chọn các khu vực được lấy mẫu trước đó hoặc vị trí mới (vị trí trước đây so với vị trí chưa từng được khảo sát) cũng là những yếu tố cần được xem xét khi cân nhắc một vị trí thu mẫu mới. Tốt nhất, nên có khảo sát tiền trạm trước để đánh giá các vấn đề thực tế như việc ra vào của nước, xác định mực nước triều cao, trung bình và thấp và xem xét khoảng cách của các độ sâu 1m, 5m, 10m và các đường bao của các chiều sâu tùy chọn 15m và 20m.

Sau khi quyết định được vị trí lấy mẫu, cần đọc kỹ các quy trình, bao gồm hướng dẫn về cách xử lý mẫu, xác nhận sự đầy đủ của tất cả các thiết bị cần thiết cho điều tra tại hiện trường và các giai đoạn xử lý mẫu và tham khảo lịch thủy triều. Việc lấy mẫu được thực hiện cả vùng ở giữa và dưới triều và vì vậy tốt nhất nên thực hiện trong thời gian thủy triều xuống rất thấp.

b) Các dụng cụ và thiết bị cần thiết:

Thước dây dài 30m đã đánh dấu độ dài (1m, 5m, 10m, 15m, 20m), khung vuông 1 × 1m, 50 × 50cm, 25 × 25cm, túi nhựa và dây chun có dán nhãn, một dao nạo và panh kẹp cứng (để thu những sinh vật gắn chặt vào giá thể bám), GPS cầm tay, một nhiệt kế, sổ tay thực địa, bút chì, máy ảnh kỹ thuật số, máy đo độ mặn và máy đo ánh sáng (nếu có), để lấy mẫu dưới nước cần có thêm thiết bị SCUBA, túi lưới có kích thước mắt lưới nhỏ hơn 0,5mm và vỏ dưới nước cho máy ảnh, một thùng giữ lạnh để đựng các túi mẫu.

Trước khi thu mẫu, dán nhãn tất cả các túi đựng mẫu và chuẩn bị bảng dữ liệu bao gồm các số ngẫu nhiên cho tất cả các mẫu lặp.

4.2. Các bước thu mẫu tại hiện trường

1. Đo và ghi lại nhiệt độ nước mặt và độ mặn tại hiện trường, cường độ ánh sáng và nhiệt độ của từng độ sâu dưới nước nếu có (-1m, -5m, -10m, -15m, -20m).

2. Chọn điểm bắt đầu tại một trong các độ cao/độ sâu đã chọn trước (xem Hình 5.1). Đặt thước dây cách điểm này 30m dọc theo cùng một đường cao độ thủy triều/độ sâu dưới nước.
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Hình 5.1. Sơ đồ bố trí mặt cắt và điểm thu mẫu ở rạn đá gần bờ
Bảy mặt cắt dài 30m được thể hiện với 5 mẫu lặp ngẫu nhiên (mỗi mẫu thể hiện một khung hoàn chỉnh). Vì các mẫu lặp dọc theo mỗi mặt cắt được chọn ngẫu nhiên nên số của các mẫu lặp giữa các mặt cắt có thể không thẳng hàng. Đường bao độ sâu 15m và 20m (không được hiển thị) là tùy chọn nhưng tại các địa điểm chính thức phải có tất cả các độ sâu/độ cao khác. Nguồn: Rigby et al., 2007.

3. Tìm vị trí của mẫu lặp đầu tiên dọc mặt cắt này (mẫu lặp đầu tiên trong số năm mẫu lặp ngẫu nhiên đã chọn trước đó). Ghi lại GPS của điểm này.

4. Đặt khung vuông 1 × 1m tại điểm đã đánh dấu dọc theo thước dây.

5. Đối mặt với mặt nước, đặt khung vuông 50 × 50cm ở góc dưới bên trái của khung vuông 1 × 1m và khung vuông 25 × 25cm ở góc dưới cùng bên phải của khung vuông 50 × 50cm (xem Hình 5.2).

6. Chụp ảnh các khung vuông. Sử dụng khung hình đầy đủ và tránh bóng (dán nhãn cho các ảnh để đảm bảo rằng chúng có thể được xác định sau này).

7. Đánh giá phần trăm độ che phủ của các loài rong biển khác nhau trong khung vuông 1× 1m, đếm số cuống của các tảo bẹ lớn hơn và đếm tất cả các động vật cỡ lớn hơn 2cm. Ghi lại thông tin này trên một biểu dữ liệu thực địa.

8. Lấy mẫu vật đại diện của tất cả các loài; đặt chúng trong các túi nhựa (hoặc lưới có kích thước nhỏ hơn 0,5 mm) được dán nhãn chính xác. Nhãn phải chỉ ra rằng đó là mẫu vật từ khung 1 × 1m kèm theo ngày tháng, tên của địa điểm, độ cao thủy triều và số mẫu lặp. Đặt túi vào thùng mát càng sớm càng tốt.

9. Cẩn thận loại bỏ tất cả các rong biển khỏi khung vuông 50 × 50cm. Đặt chúng vào một túi nhựa (hoặc túi lưới có kích thước < 0,5 mm) được dán nhãn chính xác. Nhãn phải chỉ rõ kích thước khung, ngày tháng, tên địa điểm, độ cao thủy triều và số mẫu lặp. Đặt túi vào thùng mát càng sớm càng tốt.

10. Cẩn thận loại bỏ tất cả các vật liệu khỏi khung vuông 25 × 25cm. Đặt nó vào một túi nhựa có dán nhãn (hoặc túi lưới có kích thước < 0,5 mm). Nhãn phải chỉ rõ kích thước khung, ngày tháng, tên địa điểm, độ cao thủy triều và số mẫu lặp. Đặt túi vào thùng mát càng sớm càng tốt.

11. Lặp lại các bước 3-10 cho mỗi lần lặp lại dọc theo đường chiều cao/chiều sâu.

12. Lặp lại các bước này cho các vùng triều cao, trung bình và thấp và ở -lm, -5m, -10m, -15m và -20m dưới nước. (-15m và -20m là độ sâu tùy chọn).
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Hình 5.2. Bộ khung dùng cho khảo sát bờ rạn đá.
Hướng dẫn: Chụp ảnh tất cả 3 khung vuông. Ghi lại tỷ lệ bao phủ/số lượng cá thể của các loài có thể nhìn thấy (với kích thước > 2cm) trong khung 1×1m. Thu thập tất cả các loại rong biển có thể di dời được trong khung vuông 50×50 cm. Thu thập tất cả mọi thứ (bằng cách dao cạo) trong khung vuông 25×25cm. Nguồn: Rigby et al., 2007.

4.3. Xử lý mẫu trong phòng thí nghiệm

Sau khi từ thực địa về, chúng ta sẽ có một bộ ảnh kỹ thuật số, một số bảng dữ liệu (xem phiếu chép ngoài thực địa phần dưới) và thùng lạnh chứa các túi mẫu. Các bức ảnh phải được sao chép và lưu trữ trong các ổ nhớ và phải được gắn nhãn với vị trí, chiều cao/độ sâu, số lượng mẫu lặp và kích thước khung vuông tương ứng. Thư viện ổ nhớ chứa các bức ảnh sẽ nâng cao chất lượng bộ sưu tập tham khảo, hỗ trợ xác định và cung cấp các so sánh ngay lập tức cho các nghiên cứu trong tương lai. Các bảng dữ liệu thực địa (xem hình) phải được kết hợp và nhập vào bảng dữ liệu cơ sở dữ liệu quốc gia (NBDS), có thể được tải lên trang web NBDS với dữ liệu sơ bộ đã được nhập (và cập nhật sau). Các túi mẫu phải được lọc rửa cẩn thận bằng rây sàng kích thước mắt lưới 0,5 mm và phân loại thành các nhóm dễ phân biệt càng sớm càng tốt. Các đơn vị phân loại được đếm và cân trọng lượng ướt và khô (nếu có thể).

PHIẾU GHI CHÉP NGOÀI THỰC ĐỊA

Mã số: ……………………………………… Vĩ độ: …………………………….

Tên địa điểm: ………………………………  Kinh độ: ………………………….

Ngày thu mẫu: ……………………Thời gian bắt đầu thu mẫu (giờ: phút): …….

Thời gian kết thúc thu mẫu: ………………...

Người thu mẫu: ……………………………………………………………………

Độ cao/độ sâu (khoanh/viết):  Cao/Trung/Thấp triều; Độ sâu:…. Số mẫu lặp:…...

Nhiệt độ: bề mặt …… °C   đáy…… °C           Độ muối: bề mặt ….. ()   đáy….. ()

Ánh sáng bề mặt:…

	Mã loài/Xác định tên loài sơ bộ với mục đích để giúp ghi nhớ
	% Bao phủ hoặc Số lượng cá thể
	Mã loài/xác định tên loài sơ bộ với mục đích để giúp ghi nhớ
	% Bao phủ hoặc Số lượng cá thể

	
	
	
	

	
	
	
	


Các ghi chú khác nếu có:
Các bước xử lý mẫu vật

- Mỗi mỗi lặp là duy nhất và phải được xử lý riêng biệt.

- Rửa các túi mẫu của khung vuông 25 × 25cm trên rây sàng 0,5mm.

- Các mẫu sinh vật trong sàng 0,5mm phải được phân loại thành ‘thực vật’ và ‘động vật’ và loại bỏ các mảnh vụn, vỏ rỗng (vỏ chết), v.v.

- Nên sắp xếp, phân loại và cân rong biển ngay sau khi từ thực địa về (cùng ngày nếu có thể). Hãy nhớ kết hợp các rong biển từ ô tiêu chuẩn 50 × 50 cm và ô tiêu chuẩn 25 × 25 cm sau khi rong biển từ khung 25 × 25 cm đã được rửa sạch bằng sàng 0,5 mm.

- Cân trọng lượng ướt của với mỗi loài rong biển có mẫu nặng trên 1g. Sấy mẫu từng loài ở 60 °C trong 24 giờ, sau đó đem cân để tính trọng lượng khô. Chọn các mẫu còn đầy đủ các bộ phận, ép và làm các mẫu vật tham khảo cho định loại sau này. 

- ĐVĐ được định loại, đếm và cân trọng lượng ướt của từng loài. Chọn những cá thể còn nguyên vẹn của từng loại và lưu giữa làm bộ sư tập tham khảo.

5. Phân tích số liệu và báo cáo kết quả điều điều tra

Dữ liệu được thu thập bằng các kỹ thuật lấy mẫu được thảo luận trong hướng dẫn này cung cấp mô tả về các quần xã ĐVĐ của khu vực được lấy mẫu. Danh sách thành phần loài và mật độ của các loài thu thập được sẽ mô tả về các quần xã được lấy mẫu, sự phân bố và sự phong phú của chúng.

Chỉ số đa dạng đã được sử dụng rộng rãi như một phương tiện để tích hợp mức độ phức tạp của quần xã vào một thước đo duy nhất. Việc tính toánh các chỉ số đa dạng sinh học thực hiện theo Hướng dẫn tính toán các chỉ số đa dạng sinh học hoặc sử dụng phần mềm Primer (Clarke and Warwick, 2006).

6. Một số tài liệu tra cứu cần dùng cho định loại và nghiên cứu đa dạng động vật đáy
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