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ศึกษาผลของฮอร์โมนแบบออกฤทธ์ิเน่ินนานต่อพัฒนาการของเซลลส์บืพันธ์ุปลาเทพา  
และการแช่แข็งน้้าเชือ้ปลาเทพา 

 

พลชาติ  ผิวเณร  พนม กระจ่างพจน์ สอดศุข  วิศณุพร รัตนตรัยวงศ์  และ  ถาวร  จีนหมิก 
สถาบันวิจัยและพัฒนาพันธุกรรมสัตว์น้ า  

 

บทคัดย่อ 

 
การศึกษาคร้ังนี้  มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาผลของฮอร์โมน  LHRHa แบบออกฤทธิ์ เนิ่นนานต่อ

พัฒนาการของเซลล์สืบพันธุ์ปลาเทพา (Pangasius sanitwongsei)  และเพื่อศึกษาเทคนิคการแช่แข็งน้ าเชื้อปลา
เทพาโดยเปรียบเทียบน้ ายาและอัตราลดอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการเ ก็บรักษาน้ าเชื้อโดยวิธีแช่แข็ง  ด าเนิน
การศึกษา ณ สถาบันวิจัยและพัฒนาพันธุกรรมสัตว์น้ า ศูนย์วิจัยและพัฒนาพันธุกรรมสัตว์น้ าอุตรดิตถ์ และ
ศูนย์วิจัยและพัฒนาประมงน้ าจืดพิษณุโลก ต้ังแต่เ ดือน ตุลาคม พ.ศ. 2552 ถึง เ ดือนกันยายน พ.ศ. 2554 ด้วย
ประเด็นศึกษาพร้อมผลท่ีได้ดังต่อไปนี้ (1) ผลของฮอร์โมนแบบออกฤทธิ์ เนิ่นนานต่อพัฒนาการเซลล์สืบพันธุ์ 
หลังจากฝังฮอร์โมนนาน 30 วัน ในปลาเพศเมีย ปลาชุดท่ีใช้ฮอร์โมนแบบออกฤทธิ์เนิ่นนานและปลาชุดควบคุมมี
ปริมาณไข่ขนาดเล็ก (0.4–0.6 มม.)  และไข่ขนาดกลาง (0.7–1.1 มม.) ลดลง ในขณะท่ีมีปริมาณไข่ขนาดใหญ่ 
(1.2–1.6 มม.) เพิ่มข้ึน และพบว่าเร่ิมมีไข่ขนาดใหญ่มาก (≥1.7 มม.) โดยปลาชุดท่ีใช้ฮอร์โมนแบบออกฤทธิ์ เนิ่น
นานมีปริมาณไข่ขนาดใหญ่ (1.2–1.6 มม.) 65.51% สูงกว่าปลาชุดควบคุม (34.28%) ในขณะท่ีปริมาณไข่ขนาด
อ่ืนๆ ไม่มีความแตกต่างกัน ผลท่ีได้สัณนิษฐานว่าเกิดจากฮอร์โมนแบบออกฤทธิ์ เนิ่นนานไปกระตุ้นพัฒนาการ
ของไข่ อย่างไรก็ตาม ฮอร์โมนแบบออกฤทธิ์เนิ่นนานไม่มีผลต่อพัฒนาการเซลล์สืบพันธุ์ ของปลาเพศผู้ โดยปลา
ชุดท่ีใช้ฮอร์โมนแบบออกฤทธิ์เนิ่นนานและชุดควบคุม มีความหนาแน่นสเปิร์ม ปริมาณ และระยะเวลาท่ีสเปิร์ม
เคล่ือนไหวไม่แตกต่างกัน (2) น้ ายาและอัตราลดอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในเก็บรักษาน้ าเชื้อปลาเทพาโดยวิธีแช่แข็ง 
เปรียบเทียบสูตรน้ ายา 3 สูตร คือ 0.9% NaCl, CF–HBSS และ 5% glucose และเปรียบเทียบอัตราลดอุณหภูมิ 3 
อัตรา คือ 1, 5 และ 10 C/นาที เก็บรักษาน้ าเชื้อแช่แข็งนาน 150 วัน น าน้ าเชื้อมาละลายแล้ววัดคุณภาพน้ าเชื้อ ผล
การทดลองแสดงให้เห็น ว่า น้ ายา 5% glucose และอัตราลดอุณหภูมิท่ี 5 และ 10 C/นาที มีปริมาณสเปิร์มท่ี
เคล่ือนไหวเฉล่ีย 57.73% และ 61.20% ตามล าดับ มีระยะเวลาท่ีสเปิร์มเคล่ือนไหวเฉล่ีย 23.67 วินาทีและ 24.33 
วินาที ตามล าดับ โดยมีค่าสูงกว่าน้ าเชื้อท่ีผสมน้ ายา 0.9% NaCl และ CF–HBSS ท่ีมีปริมาณสเปิร์มเคล่ือนไหว 

                                                                 
ผู้รับผิดชอบ: 39 หมู่ 1  ต. คลองห้า  อ. คลองหลวง  จ. ปทุมธานี  12120  โทร. 0 2904 7604 
e–mail: ponlachart@gmail.com   
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26.32–32.41% และ 28.67–35.73% ตามล าดับ และมีระยะเวลาท่ีสเปิร์มเคล่ือนไหว 21.67–24.33 และ 19.33–
22.00 วินาที ตามล าดับ ผลจากการทดลองแสดงให้เห็นว่า น้ ายา 5% glucose ภายใต้อัตราลดอุณหภูมิ 5 และ 10 
C/นาที เป็นสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการเก็บรักษาน้ าเชื้อปลาเทพาโดยวิธีแช่แข็งด้วยไอไนโตรเจนเหลว (3) 
ประสิทธิภาพของน้ าเชื้อท่ีเก็บรักษาโดยวิธีแช่แข็งในการผสมเทียม น าน้ าเชื้ อแช่แข็งของปลาชุดท่ีใช้ฮอร์โมน
แบบออกฤทธิ์เนิ่นนาน และชุดควบคุมไปละลาย แล้วน าไปผสมกับไข่เ ทียบกับน้ าเชื้อสด พบว่าน้ าเชื้อท้ัง  2 ชุด
การทดลองและน้ าเชื้อสด มีอัตราปฏิสนธิ 71.21–82.13% และไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ 

 
ค้าส้าคัญ: ปลาเทพา พัฒนาการเซลล์สืบพันธุ์ การเก็บรักษาโดยวิธีแช่แข็ง 
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Effects of Sustainable Releasing Hormone to Chao–Phraya Giant Catfish 
(Pangasius sanitwongsei) Egg and Sperm Development,  

and the Spermatozoa Cryopreservation Study 
 

Ponlachart  Pewnane  Panom K. Sodsuk  Wisanuporn Rattanatriwong   
and  Taworn Jienmuek 

Aquatic Animal Genetics Research and Development Institute  
 

Abstract 

 
The objective of this study was to determine effects of sustainable releasing hormone (LHRHa) to 

egg and sperm development and to study the cryopreservation of spermatozoa in Chao–Phraya giant catfish 
(Pangasius sanitwongsei) broodstocks. The study was carried out at Aquatic Animal Genetics Research and 
Development Institute, Uttaradit Aquaculture Genetics Research and Development Center and Pitsanulok 
Inland Fisheries Research and Development Center from October 2009 to September 2011 with a number of 
cases. (1) The effects of sustainable releasing hormone to egg and sperm development: treatment and control 
brood–fish were implanted with 100 µg/kg sustainable releasing LHRHa hormone and normal saline solution 
respectively. Egg and sperm development was measured by the percentage of egg–diameter and sperm quality 
after 30 days of post implantation. Percentage of small (0.4–0.6 mm), medium (0.7–1.1 mm) and the biggest 
eggs (≥1.7 mm) in treatment and control groups were not different. However, sustainable releasing hormone 
might affect egg development since the treatment group had percentage of the relatively big eggs (1.2–1.6 
mm) greater than the control group had. In male fish, sustainable releasing hormone did not affect sperm 
development since the sperm density, motility and duration between the treatment and control were not 
different. (2) The optimal extender and freezing rate used for spermatozoa cryopreservation: three extenders 
(0.9% NaCl, CF–HBSS and 5% glucose) and three freezing rates (1, 5 and 10 C/min) were compared 
simultaneously. After storage for 150 days, cryopreserved semen were thawed and sperm quality was 
measured. The cryopreserved sperm based on 5% glucose and the freezing rates at 5 and 10 C/min showed 

                                                                 
Corresponding author: 39 Moo 1, Khlong–5, Khlong Luang, Pathum Thani, 12120,  
Tel. 0 2904 7604, e–mail: ponlachart@gmail.com 
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sperm motility and duration higher than those of the 0.9% normal saline and CF–HBSS at 1 C/min. (3) The 
efficiency of cryopreserved sperm for artificial insemination: cryopreserved sperm from the treatment and 
control and the fresh semen were compared. The fertilization rate among the three groups (71.21–82.13%) 
were not different.  
 
Keywords:  Chao–Phraya Giant Catfish, Pangasius sanitwongsei, egg and sperm development, 

cryopreservation 
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ค้าน้า 
 

ปลาเทพา (Pangasius sanitwongsei Smith, 1931) เ ป็นปลาพื้นเ มืองของประเทศไทย ปลาเทพามี
ลักษณะเด่นคือเป็นปลาขนาดใหญ่ท่ีส่วนปลายของครีบหลัง ครีบอก และครีบท้องย่ืนเป็นเส้นยาว ท าให้ดูสง่า
งามเม่ือว่ายน้ า จัดเป็นปลาท่ีมีขนาดใหญ่ท่ีสุดในแม่น้ าเ จ้าพระยาจึงมีชื่อสามัญว่า Chao–Phraya Giant Catfish 
ปัจจุบันมีการเพาะพันธุ์ปลาเทพาเพื่อขายในรูปปลาสวยงามและมีราคาแพง ปลาเทพาจึงจัดเป็นปลาน้ าจืดท่ีมี
ความส าคัญทางเศรษฐกิจอีกชนิดหนึ่งในแง่ของปลาสวยงาม อย่างไรก็ตาม สถานภาพและแหล่งพันธุกรรมของ
ปลาเทพานั้นอยู่ในสภาพวิกฤติ ปลาเทพาได้สูญหายไปจากลุ่มน้ าแม่น้ าเ จ้าพระยาและพบน้อยมากในแม่น้ าโขง 
(Mekong River Commission, 2011) เนื่องจากสภาพแวดล้อมและถ่ินท่ีอยู่อาศัยเ ส่ือมโทรมลงและการสร้างเ ข่ือน
ขัดขวางการอพยพไปผสมพันธุ์วางไข่ นอกจากนี้สายพันธุ์ปลาเทพามีแนวโน้มท่ีจะเ ส่ือมโทรมลงเพราะมีการ
ผลิตลูกปลาพิการท่ีมีลักษณะล าตัวส้ัน (short body) ขายเป็นปลาสวยงาม ซ่ึงเ กิดจากการสร้างค่านิยมให้ปลา
ลักษณะดังกล่าวเป็นปลาสวยงามและมีราคาแพง การกระท าในลักษณะดังกล่าวถือเป็นการคัดพันธุ์ในทางลบ 
(negative selection) ซ่ึงในทางหลักพันธุศาสตร์จะส่งผลเสียต่อสายพันธุ์ปลาเทพาในระยะยาว ดังนั้น องค์กร
สากล Internation Union for Conservation of Nature (IUCN) จึงได้จัดให้ปลาเทพาอยู่ในสถานะใกล้สูญพันธุ์
ระดับวิกฤติ (critically endangered) (Jenkins et al., 2009)  กรมประมงจึงได้ด าเนินการอนุรักษ์พันธุ์ปลาโดย
ด าเนินโครงการอนุรักษ์และฟื้นฟูทรัพยากรสัตว์น้ าจืด โดยเพาะพันธุ์ปลาเทพาแล้วปล่อยลูกปลาเทพาคืนสู่แหล่ง
น้ าธรรมชาติ ณ ปัจจุบันแม้ว่าปลาเทพาสามารถเพาะพันธุ์โดยวิธีผสมเทียมจากพ่อแม่พันธุ์ ท่ีเ ล้ียงในบ่อ (ยงยุทธ 
และคณะ, 2541) แต่มักมีปัญหาเนื่องจากพ่อแม่พันธุ์ส่วนหนึ่ง มีความบกพร่องของระบบสืบพันธุ์  ( reproductive 
dysfunction) ท าให้ไม่สามารถพัฒนาเซลล์สืบพันธุ์จนถึงระยะสุดท้าย จนไม่สามารถผสมเทียมได้โดยมีสาเหตุมา
จากพ่อแม่พันธุ์ถูกเล้ียงในท่ีกักขังซ่ึงมีสภาพแวดล้อมแตกต่างจากสภาพแวดล้อมในช่วงฤดูผสมพันธุ์วางไ ข่
ตามปกติในธรรมชาติ ส่งผลให้ฮอร์โมนท่ีเก่ียวข้องกับพัฒนาการของอวัยวะสืบพันธุ์บกพร่องจนเซลล์สืบพันธุ์ มี
พัฒนาการต่ าและไม่สามารถน าไปเพาะพันธุ์ได้  แนวทางในการพัฒนาการเพาะพันธุ์และการรักษาแหล่ง
พันธุกรรมของปลาเทพานั้น ควรท่ีจะน าองค์ความรู้ 2 ประเด็นมาประยุกต์ใช้ คือ  

1) การกระตุ้นให้เซลล์สืบพันธุ์พัฒนาจนถึงระยะสุดท้าย (final maturation) ด้วยฮอร์โมนท่ีควบคุม
พัฒนาการเซลล์สืบพันธุ์ โดยใช้ฮอร์โมนแบบออกฤทธิ์ เนิ่นนาน (sustainable release hormone) ท่ีท าให้ฮอร์โมน
ค่อยๆ ถูกปลดปล่อยเข้าสู่กระแสโลหิตทีละน้อยๆ เป็นระยะเวลานาน ซ่ึงการศึกษาฮอร์โมนแบบออกฤทธิ์ เนิ่น
นานนั้น ได้มีการศึกษามาบ้างแล้วในปลากดแก้ว ( วิศณุพร, 2550, 2551; พลชาติ และคณะ , 2552) ซ่ึงหากได้
น ามาประยุกต์ใช้ในปลาเทพา อาจจะเพิ่มประสิทธิภาพพัฒนาเซลล์สืบพันธุ์ซ่ึงส่งผลต่อการพัฒนาการเพาะพันธุ์
ปลาเทพา 

2) การเก็บรักษาน้ าเชื้อปลาเทพาแบบระยะยาวโดยวิธีแช่แข็งในไนโตรเจนเหลว (cryopreservation) 
เพื่อเป็นการอนุรักษ์สายพันธุ์ปลาเทพาและเพื่อเก็บรักษาเชื้อพันธุ์ปลาเทพาไว้ใช้ประโยชน์แบบระยะยาว อนึ่ง 
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การเก็บรักษาน้ าเชื้อโดยวิธีแช่แข็งให้ประสบผลส าเร็จนั้น จะต้องมีการศึกษาถึงสภาวะท่ีเหมาะสม 2 ประเ ด็น
หลักคือ 1) น้ ายาส าหรับผสมน้ าเชื้อ (cryodiluent) ซ่ึงประกอบด้วยน้ ายาเ จือจาง (extender) ซ่ึง เ ป็นน้ ายาท่ีท าให้
สเปิร์มหยุดนิ่งและสามารถคงสภาพสเปิร์มให้มีชีวิตยาวนานข้ึน และสารไครโอโพรเทคแทนท์ (cryoprotectant) 
ซ่ึงเป็นสารท่ีช่วยปกป้องสเปิร์มระหว่างกระบวนการแช่แข็ง และ 2)  อัตราลดอุณหภูมิ การแช่แข็งน้ าเชื้อ
จ าเป็นต้องลดอุณหภูมิด้วยอัตราลดอุณหภูมิท่ีเหมาะสม หากใช้อัตราท่ีต่ าหรือสูงเ กินไปจะมีผลให้เซลล์สเปิร์ม
เสียหายจาก 2 สาเหตุหลักคือ การสูญเสียน้ าออกจากเซลล์ และผลึกน้ าแข็งท่ีเกิดข้ึนท้ังภายในและภายนอกเซลล์
ท่ีท าลายเซลล์ทางกายภาพโดยตรง (Leung, 1991) สองปัจจัยดังกล่าวมีความเฉพาะเจาะจงกับน้ าเชื้อของปลาแต่
ละชนิด ดังนั้นเพื่อให้การอนุรักษ์พันธุ์ปลาเทพาด้วยวิธีนี้มีประสิทธิภาพ จึงควรมีการศึกษาเปรียบเทียบน้ ายาและ
อัตราลดอุณหภูมิท่ีเหมาะสมเป็นการเบ้ืองต้น และจาก 2 ประเ ด็นดังท่ีกล่าวมานี้  จึงควรมีการศึกษาท้ัง 2 เ ร่ือง
ควบคู่กันไป ซ่ึงผลการศึกษาท่ีได้จะเป็นแนวทางในการพัฒนาการเพาะพันธุ์และการอนุรักษ์ปลาเทพาต่อไป 

 
วัตถุประสงค์ 

 
1. เพื่อศึกษาผลของฮอร์โมนแบบออกฤทธิ์เนิ่นนานต่อพัฒนาการของเซลล์สืบพันธุ์ปลาเทพา 
2. เพื่อศึกษาน้ ายาและอัตราลดอุณหภูมิท่ีเหมาะสมส าหรับการเก็บรักษาน้ าเชื้อปลาเทพาโดยวิธีแช่แข็ง 
3. เพื่อศึกษาประสิทธิภาพของน้ าเชื้อแช่แข็งของปลาเทพาโดยวิธีผสมเทียม 
 

วิธีด้าเนินการ 

 
ด าเนินการทดลองในช่วงก่อนถึงฤดูผสมพันธุ์วางไข่ของปลาเทพาในเขตภาคเหนือ โดยใช้พ่อแม่

พันธุ์ท่ีเล้ียงในบ่อดินของศูนย์วิจัยและพัฒนาพันธุกรรมสัตว์น้ าอุตรดิตถ์ และศูนย์วิจัยและพัฒนาประมงน้ าจืด
พิษณุโลก และเตรียมฮอร์โมนแบบออกฤทธิ์เนิ่นนานและเก็บรักษาน้ าเชื้อปลาเทพาโดยวิธีแช่แข็ง  ณ สถาบันวิจัย
และพัฒนาพันธุกรรมสัตว์น้ า จ.ปทุมธานี เล้ียงพ่อแม่พันธุ์ปลาเทพาโดยให้อาหารผสมในอัตรา 3% ของน้ าหนัก
ตัวต่อวัน และให้อาหารเสริมในช่วงก่อนถึงฤดูเพาะพันธุ์  น าพ่อแม่พันธุ์ปลาเทพาไปด าเนินการทดลองตาม
วัตถุประสงค์ดังนี้ 

 
1. ศึกษาผลของฮอร์โมน LHRHa แบบออกฤทธิ์เนิ่นนานต่อพัฒนาการเซลล์สืบพันธุ์ปลาเทพา 

เตรียมฮอร์โมนแบบออกฤทธิ์ เนิ่นนาน  ใช้ฮอร์โมน LHRHa บรรจุลงในหลอด silicone ตามท่ี
รายงานไว้ใน Okada et al. (2005) แล้วน าไปฝัง (implant) ในกล้ามเนื้อปลาเทพาเพศเมียและเพศผู้ท่ีอยู่ในวัย
เจริญพันธุ์ เพศละ 5 ตัว ในอัตราฮอร์โมน 100 ไมโครกรัม/นน.ตัว 1 กก. โดยเปรียบเทียบกับปลากลุ่มควบคุม
จ านวนเพศละ 5 ตัว ซ่ึงฝังหลอด silicone ท่ีบรรจุสารละลาย normal saline ฝังฮอร์โมนในช่วงเ ร่ิมฤดูผสมพันธุ์
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วางไข่ในเดือนมีนาคม เก็บข้อมูลปลา 2 ชุดการทดลอง ท้ังก่อนและหลังจากฝังฮอร์โมนนาน 30 วันเป็นต้นไป 
น าปลาท้ัง 2 ชุดการทดลองมาเก็บข้อมูลดังต่อไปนี้ 

1.1   พัฒนาการของไข่โดยเส้นผ่าศูนย์กลางไข่ โดยใช้สายพลาสติกดูดไข่จากรังไข่ปลาเพศเมีย 
น าไปเก็บรักษาในน้ ายา Gilson’s solution (17% (v/v) nitric acid, 4% (v/v) acetic acid, 2% 
(w/v) mercuric chloride, 95% (v/v), 6.65% (v/v) ethanol) น าไปวัดเส้นผ่าศูนย์กลาง  หน่วย
เป็นมิลลิเมตร เพื่อตรวจสอบพัฒนาการของเซลล์ไข่ ตามวิธีการของ Rottmann et al. (1991) 

1.2   พัฒนาการของสเปิร์มโดยคุณภาพน้ าเชื้อ  โดยเ ก็บตัวอย่างน้ าเชื้อสดจากปลาเพศผู้ ไปวัด
คุณภาพน้ าเชื้อ คือ ความหนาแน่นสเปิร์ม (เซลล์/มล.) , ปริมาณสเปิร์มท่ีเคล่ือนไหว (%) และ
ระยะเวลาท่ีสเปิร์มเคล่ือนไหว (วินาที) ตามวิธีการของ กฤษณ์ (2536) 

น าข้อมูลจ านวนไข่ท่ีมีเ ส้น ผ่าศูนย์กลางขนาดต่างๆ ความหน าแน่นสเปิร์ม ปริมาณสเปิร์มท่ี
เคล่ือนไหว และระยะเวลาท่ีสเปิร์มเคล่ือนไหว ข้อมูลท่ีเป็นสัดส่วนหรือเปอร์เ ซ็นต์จะแปลงเป็นค่า arcsine น าไป
วิเคราะห์ผลทางสถิติด้วยวิธี t–test และแสดงผลค่าเฉล่ีย (meanstandard error of mean) (อนันต์ชัย, 2539) 

2. ศึกษาน้ ายาและอัตราลดอุณหภูมิท่ีเหมาะสมส าหรับการเก็บรักษาน้ าเชื้อปลาเทพาโดยวิธีแช่แข็ง 
เก็บน้ าเชื้อปลาเทพาโดยวิธีรีดด้วยมือ รีดน้ าเชื้อใส่ในหลอดพลาสติกแล้วแช่ในน้ าแข็ง ทดสอบ

คุณภาพน้ าเชื้อท่ีเก็บตามวิธีการท่ีรายงานใน พลชาติ และคณะ (2551) น าน้ าเชื้อท่ีทดสอบแล้วว่ามีคุณภาพดีซ่ึงมี
ปริมาณสเปิร์มท่ีเคล่ือนไหวต้ังแต่ 70% ข้ึนไป ในปริมาตรเท่ากันมารวมกันเป็นน้ าเชื้อรวม (pooled sperm) เพื่อ
ลดอิทธิพลจากปลาแต่ละตัว ทดลองแช่แข็งน้ าเชื้อโดยใช้ไอไนโตรเจนเหลว (liquid nitrogen vapor) ตามวิธีการ
ท่ีรายงานไว้ใน พลชาติ และคณะ (2551) โดยน าน้ าเชื้อไปผสมกับน้ ายาแตกต่างกัน 3 สูตร ดังนี้ 

–  น้ ายา C–F HBSS (152 mM NaCl, 5.9 mM KCl, 4.6 mM NaHCO3, 0.9 mM MgSO4.7H2O, 0.5 
mM KH2PO4, 0.5 mM Na2HPO4.7H2O, 6.16 mM glucose, pH 7.5) เป็นน้ ายาท่ีใช้แช่แข็งน้ าเชื้อ
ปลาบึก (Pangasianodon gigas) (Mongkonpunya et al., 2000)  ซ่ึง เ ป็นปลาท่ีมีความสัมพันธ์
ใกล้ชิดกับปลาเทพา 

–  น้ ายา 0.9% NaCl เ ป็นน้ ายาท่ีใช้แช่แข็งน้ าเชื้อปลาสวาย (Pangasianodon hypophthalmus) 
(อนงคณ์, 2539) ซ่ึงเป็นปลาท่ีมีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกับปลาเทพา 

–  น้ ายา 5% Glucose เป็นน้ ายาท่ีใช้แช่แข็งน้ าเชื้อปลาบึก (พลชาติ และคณะ, 2551) 
ผสมน้ าเชื้อและน้ ายาในอัตราน้ าเชื้อ 1 ส่วนต่อน้ ายา 4 ส่วน และผสมสารไครโอโพรเทคเทคแทนท์ 

(cryoprotectant) ซ่ึง เ ป็นสารท่ีปกป้องเซลล์สเปิร์มระหว่าง กระบวนการแช่แข็ง คือ เมธานอล ผสมลงใ น
สารละลายน้ าเชื้อให้มีความเข้มข้นสุดท้ายท่ี 10% (v/v) แล้วจึงดูดสารละลายน้ าเชื้อปริมาตร 0.5 มล. ใ ส่ในหลอด
แช่แข็ง (straws) ปิดผนึกท่ีปลายหลอด ปล่อยให้เซลล์สเปิร์มปรับตัวกับสารละลาย ท่ี อุณหภูมิ 4 C นาน 20 นาที 
จากนั้นน าหลอดบรรจุสารละลายน้ าเชื้อไปลดอุณหภูมิตามกระบวนการแช่แข็ง ท่ีอัตราลดอุณหภูมิหน่วยเป็น 
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C/นาที จ านวน 3 อัตรา คือ 1, 5 และ 10 C/นาที ลดอุณหภูมิจนสารละลายน้ าเชื้อมีอุณหภูมิ –80 C แล้วน าไป
เก็บรักษาโดยแช่ลงในไนโตรเจนเหลวอุณหภูมิ –196 C ในถังเก็บตัวอย่าง 

เก็บข้อมูลโดยน าน้ าเชื้อท่ีเก็บแช่แข็งนาน 150 วันมาละลายในน้ าอุณหภูมิ 37 C นาน 8 วินาที น า
น้ าเชื้อท่ีละลายไปตรวจสอบคุณภาพโดยประเมินปริมาณและระยะเวลาท่ีสเปิร์มเคล่ือนไหว หน่วยเป็น % และ
วินาที ตามล าดับ ตามวิธีท่ีรายงานไว้ใน พลชาติ และคณะ (2551) วางแผนการทดลองแบบ 3×3 แฟคทอเ รียลใน
การทดลองแบบสุ่มตลอด (3×3 factorial in completely randomized design) แบ่งเ ป็น 9 ชุดการทดลอง แต่ละชุด
การทดลองแบ่งเป็น 3 ซ้ า ก าหนดให้มี 2 ปัจจัยคือ 1) น้ ายาท่ีแตกต่างกัน 3 สูตร และ 2)  อัตราลดอุณหภูมิท่ี
แตกต่างกัน 3 อัตรา วิเคราะห์ผลทางสถิติด้วยวิธี two–ways analysis of variance และเปรียบเทียบความแตกต่าง
ระหว่างค่าเฉล่ียด้วยวิธี Student–Newman–Keuls (SNK) และแสดงผลค่าเฉล่ีย (meanstandard error of mean) 
(อนันต์ชัย, 2539) 
 
3. ศึกษาประสิทธิภาพของน้ าเชื้อแช่แข็งของปลาเทพาโดยวิธีผสมเทียม 

ท าการผสมเทียมปลาเทพา ฉีดฮอร์โมนกระตุ้นปลาเทพาเพศเมียจ านวน 3 ตัว ท าการรีดไข่แล้วน า
ไข่จากแม่ปลา 3 ตัวมาผสมในปริมาณเท่ากัน น าไปผสมกับน้ าเชื้อแตกต่างกัน 3 แหล่งคือ (1) น้ าเชื้อแช่แข็งของ
ปลาชุดท่ีใช้ฮอร์โมนแบบออกฤทธิ์เนิ่นนาน (2) น้ าเชื้อแช่แข็งของปลาชุดควบคุม และ (3) น้ าเชื้อสด ผสมน้ าเชื้อ
และไข่ในอัตราน้ าเชื้อ 0.2 มิลลิลิตร ต่อปริมาณไข่น้ าหนัก 1 กรัม น าไข่ท่ีได้รับการผสมไปฟัก เ ก็บข้อมูลโดย
ตรวจสอบอัตราปฏิสนธิหน่วยเป็นเปอร์เซ็นต์ น าไปวิเคราะห์ผลทางสถิติด้วยวิธี one–ways analysis of variance 
และเปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างค่า เฉล่ียด้วยวิธี Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT) และ
แสดงผลค่าเฉล่ีย (meanstandard error of mean) (อนันต์ชัย, 2539) 

 
ผลการศึกษา 

 
1. ผลของฮอร์โมน LHRHa แบบออกฤทธิ์เนิ่นนานต่อพัฒนาการเซลล์สืบพันธุ์ปลาเทพา 

เก็บตัวอย่างไข่และน้ าเชื้อจากพ่อแม่พันธุ์ปลาเทพาชุดท่ีใช้ฮอร์โมนแบบออกฤทธิ์ เนิ่นนานและปลา
ชุดควบคุม หลังจากฝังฮอร์โมนในปลาทดลองนาน 30 วัน พัฒนาการของเซลล์สืบพันธุ์ในปลาเพศเมียและเพศผู้ 
ได้ผลการศึกษาดังต่อไปนี้ 

1.1 พัฒนาการของไข่โดยเส้นผ่าศูนย์กลางไข่ จากการเ ก็บตัวอย่างไข่ปลามาวัดเส้นผ่าศูนย์กลาง
ในช่วงเดือนมีนาคมถึงเมษายน พบว่าไข่ปลามีเส้นผ่าศูนย์กลางต้ังแต่ น้อยกว่า  0.4 ถึงมากกว่า 2.0 มม. ไข่เหล่านี้
แบ่งกลุ่มตามขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางได้เป็น 4 กลุ่มตามระยะพัฒนาการคือ (1) กลุ่มไข่ขนาดเล็ก เ ส้นผ่าศูนย์กลาง
น้อยกว่า 0.4–0.6 มม.  (2) ก ลุ่มไ ข่ขน าดกลาง  เ ส้นผ่ า ศูน ย์กลาง  0.7–1.1 มม.  (3) ก ลุ่มไ ข่ขน าดใ หญ่ 
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เส้นผ่าศูนย์กลาง 1.2–1.6 มม.และ (4) กลุ่มไข่ขนาดใหญ่มาก เ ส้นผ่าศูนย์กลาง ต้ังแต่ 1.7 มม. ข้ึนไป โดยแสดง
ตาม ตารางท่ี 1 
 
ตารางท่ี 1 กลุ่มไข่ปลาเทพาขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางช่วงต่างๆ แบ่งตามระยะพัฒนาการจากระยะต้นถึงระยะปลาย  
ขนาดของไข่ เส้นผ่าศูนย์กลาง (มม.)  
เล็ก 
ปานกลาง 
ใหญ่ 
ใหญ่มาก 

น้อยกว่า 0.4–0.6 
0.7–1.1 
1.2–1.6 
ต้ังแต่ 1.7 ข้ึนไป 

 
ผลการวัดเส้นผ่าศูนย์กลางไข่ปลาในช่วงก่อนฝังฮอร์โมน (มีนาคม) แสดงตาม ตารางท่ี 2 ในปลา

ชุดท่ีใช้ฮอร์โมนแบบออกฤทธิ์เนิ่นนานมีปริมาณไข่ขนาดเล็ก 54.38±33.80% ไข่ขนาดปานกลาง 44.69±32.52% 
ไข่ขนาดใหญ่ 0.93±1.85% โดยไม่มีไข่ขนาดใหญ่มาก (0.00±0.00%) และปลาชุดควบคุมมีปริมาณไข่ขนาดเล็ก 
13.03±10.06% ไข่ขนาดปานกลาง  79.00±5.67% ไ ข่ขน าดใหญ่  7.97±13.81% แ ต่ไม่มีไ ข่ขน าดใหญ่มาก 
(0.00±0.00%) เช่นเดียวกัน เม่ือวิเคราะห์ทางสถิติพบว่าปลาท้ัง 2 ชุดการทดลองมีไข่ขนาดเล็ก ขนาดปานกลาง 
ขนาดใหญ่ ไม่แตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) ส่วนไข่ขนาดใหญ่มากไม่สามารถวิเคราะห์สถิติได้เนื่องจากปลาท้ัง 
2 ชุดการทดลองไม่มีไข่ขนาดดังกล่าว 
 
ตารางท่ี 2  ปริมาณไข่ปลา 4 กลุ่ม ท่ีแบ่งตามขนาด ในช่วงก่อนฝังฮอร์โมน (มีนาคม) 
 ปริมาณไข่ (เปอร์เซ็นต์) 

เล็ก ปานกลาง ใหญ่ ใหญ่มาก 
ปลาชุดท่ีใช้ฮอร์โมนแบบออกฤทธิ์  
เนิ่นนาน 

54.38±33.80A 44.69±32.52A 0.93±1.85A 0.00±0.00 

ปลาชุดควบคุม 13.03±10.06A 79.00±5.67A 7.97±13.81A 0.00±0.00 
* อักษรตัวพิมพ์ใหญ่ท่ีเหมือนกันในคอลัมน์เดียวกันของไข่ปลาแต่ละกลุ่ม ไม่แสดงนัยส าคัญในความไม่แตกต่างทางสถิติ (P>0.05) ระหว่างปลาชุดท่ี
ใช้ฮอร์โมนแบบออกฤทธ์ิเน่ินนานและปลาชุดควบคุม  

 
ผลการวัดเส้นผ่าศูนย์กลางไข่ปลาหลังจากฝังฮอร์โมนนาน 1 เดือน (เมษายน) แสดงตาม ตารางท่ี 3 

พบว่าไข่ปลาในปลาท้ัง 2 ชุดการทดลองมีพัฒนาการเพิ่มข้ึน โดยมีปริมาณไข่ขนาดเล็กและขนาดปานกลางลดลง 
มีปริมาณไข่ขนาดใหญ่เพิ่มข้ึน และเร่ิมมีกลุ่มไข่ขนาดใหญ่มากปรากฏข้ึน โดยในปลาชุดท่ีใช้ฮอร์โมนแบบออก
ฤทธิ์เนิ่นนานมีปริมาณไข่ขนาดเล็ก 1.07±1.52% ไข่ขนาดปานกลาง 21.70±8.79% ไข่ขนาดใหญ่ 65.51±5.41% 
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และไข่ขนาดใหญ่มาก 11.71±8.67% และปลาชุดควบคุมมีปริมาณไข่ขนาดเล็ก 2.96±3.14% ไข่ขนาดปานกลาง 
34.28±24.98% ไข่ขนาดใหญ่ 36.22±12.09% และไข่ขนาดใหญ่มาก 26.54±35.69% เ ม่ือวิเคราะห์ทางสถิติพบว่า 
ปลาชุดท่ีใช้ฮอร์โมนแบบออกฤทธิ์เนิ่นนานและชุดควบคุมมีปริมาณไข่ขนาดเล็ก ไข่ขนาดปานกลาง และไข่
ขนาดใหญ่มาก ไม่แตกต่างกัน (P>0.05) แต่มีไข่ขนาดใหญ่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญย่ิง (P<0.01) โดยปลาชุด
ท่ีใช้ฮอร์โมนแบบออกฤทธิ์เนิ่นนานมีปริมาณไข่ขนาดใหญ่สูงกว่าปลาชุดควบคุม 
 
ตารางท่ี 3  ปริมาณไข่ปลา 4 กลุ่ม ท่ีแบ่งตามขนาด ในช่วงหลังจากฝังฮอร์โมนนาน 30 วัน (เมษายน) 
 ปริมาณไข่ (เปอร์เซ็นต์) 

เล็ก ปานกลาง ใหญ่ ใหญ่มาก 
ปลาชุดท่ีใช้ฮอร์โมนแบบออกฤทธิ์  
เนิ่นนาน 

1.07±1.52A 21.70±8.79A 65.51±5.41A 11.71±8.67A 

ปลาชุดควบคุม 2.96±3.14A 34.28±24.98A 36.22±12.09B  26.54±35.69A 
* อักษรตัวพิมพ์ใหญ่ท่ีแตกต่างกันในคอลัมน์เดียวกันของไข่ปลาแต่ละกลุ่ม แสดงความแตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยส าคัญยิ่ง (P<0.01) ระหว่างปลาชุด
ท่ีใช้ฮอร์โมนแบบออกฤทธ์ิเน่ินนานและปลาชุดควบคุม  

 
1.2 พัฒนาการเซลล์สืบพันธุ์ในปลาเทพาเพศผู้โดยค่าปริมาณและคุณภาพน้ าเชื้อ  
เก็บน้ าเชื้อปลาเทพาชุดท่ีใช้ฮอร์โมนแบบออกฤทธิ์เนิ่นนานและชุดควบคุมท่ี 5 ช่วง เวลา คือ ก่อน

ฝังฮอร์โมน ณ เดือนมีนาคม และเก็บน้ าเชื้อหลังจากฝังฮอร์โมนนานทุก 1 เ ดือน ( เมษายน–กรกฎาคม) คุณภาพ
น้ าเชื้อโดยค่าความหนาแน่นสเปิร์ม ปริมาณและระยะเวลาท่ีสเปิร์มเคล่ือนไหว ระหว่างปลา 2 ชุดการทดลองใน
แต่ละเดือน แสดงตาม ตารางท่ี 4 ผลการศึกษาแบ่งตามเดือนต่างๆ ดังต่อไปนี้ 

1.2.1 ก่อนฝังฮอร์โมน (มีนาคม) ปลาสองชุดการทดลองมีความหนาแน่นสเปิร์ม 5.95±0.48×109 
และ 6.53±2.17×109 เซลล์/มล. มีปริมาณสเปิร์มท่ีเคล่ือนไหว 78.50±2.12 และ 53.33±25.66% และมีระยะเวลาท่ี
สเปิร์มเคล่ือนไหว 30.00±1.41 และ 29.67±2.89 วินาที เม่ือวิเคราะห์สถิติพบว่าปลาท้ัง 2 ชุดการทดลองมีความ
หนาแน่นสเปิร์ม ปริมาณสเปิร์มท่ีเคล่ือนไหว และระยะเวลาท่ีสเปิร์มเคล่ือนไหว ไม่แตกต่างกันทางสถิติ 
(P>0.05) 

1.2.2 หลังฝังฮอร์โมนนาน 1 เดือน ( เมษายน) ปลาชุดท่ีใช้ฮอร์โมนแบบออกฤทธิ์ เนิ่นนานมี
ความหนาแน่นสเปิร์ม ปริมาณสเปิร์มท่ีเคล่ือนไหว และระยะเวลาท่ีสเปิร์มเคล่ือนไหว 2.62±0.44×109 เซลล์/มล. 
53.33±21.28% และ 27.33±4.63 วินาที ตามล าดับ ปลาชุดควบคุมมีความหนาแน่นสเปิร์ม ปริมาณสเปิร์มท่ี
เคล่ือนไหว และระยะเวลาท่ีสเปิร์มเคล่ือนไหว 2.72±0.64×109 เซลล์/มล. 50.67±31.10% และ 33.00±3.29 วินาที 
ตามล าดับ เม่ือวิเคราะห์สถิติพบว่าปลาท้ัง 2 ชุดการทดลองมีความหนาแน่นสเปิร์ม ปริมาณสเปิร์มท่ีเคล่ือนไหว  
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ไม่แตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) แต่มีระยะเวลาท่ีสเปิร์มเคล่ือนไหวแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ (P<0.05) โดย
ปลาชุดควบคุมมีระยะเวลาท่ีสเปิร์มเคล่ือนไหวสูงกว่าปลาชุดท่ีใช้ฮอร์โมนแบบออกฤทธิ์เนิ่นนาน 

1.2.3 หลังฝังฮอร์โมนนาน 2 เดือน (พฤษภาคม) ปลาชุดท่ีใช้ฮอร์โมนแบบออกฤทธิ์ เนิ่นนานมี
ความหนาแน่นสเปิร์ม ปริมาณสเปิร์มท่ีเคล่ือนไหว และระยะเวลาท่ีสเปิร์มเคล่ือนไหว 7.93±3.98×109 เซลล์/มล. 
36.40±35.17% และ 26.00±3.81 วินาที ตามล าดับ ปลาชุดควบคุมมีความหนาแน่นสเปิร์ม ปริมาณสเปิร์มท่ี
เคล่ือนไหว และระยะเวลาท่ีสเปิร์มเคล่ือนไหว 7.90±2.52×109 เซลล์/มล. 64.40±35.17% และ 28.40±3.21 วินาที 
ตามล าดับ เม่ือวิเคราะห์สถิติพบว่าปลาท้ัง 2 ชุดการทดลองมีความหนาแน่นสเปิร์ม ปริมาณสเปิร์มท่ีเคล่ือนไหว 
และระยะเวลาท่ีสเปิร์มเคล่ือนไหว ไม่แตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 

1.2.4 หลังฝังฮอร์โมนนาน 3 เดือน (มิถุนายน) ปลาชุดท่ีใช้ฮอร์โมนแบบออกฤทธิ์ เนิ่นนานมี
ความหนาแน่นสเปิร์ม ปริมาณสเปิร์มท่ีเคล่ือนไหว และระยะเวลาท่ีสเปิร์มเคล่ือนไหว 7.89±3.22×109 เซลล์/มล. 
75.50±13.70% และ 24.50±3.11 วินาที ตามล าดับ ปลาชุดควบคุมมีความหนาแน่นสเปิร์ม ปริมาณสเปิร์มท่ี
เคล่ือนไหว และระยะเวลาท่ีสเปิร์มเคล่ือนไหว 3.95±2.31×109 เซลล์/มล. 86.67±14.43% และ 27.00±5.20 วินาที 
ตามล าดับ เม่ือวิเคราะห์สถิติพบว่าปลาท้ัง 2 ชุดการทดลองมี ความหนาแน่นสเปิร์ม ปริมาณสเปิร์มท่ีเคล่ือนไหว 
และระยะเวลาท่ีสเปิร์มเคล่ือนไหว ไม่แตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 

1.2.5 หลังฝังฮอร์โมนนาน 4 เดือน (กรกฎาคม) ปลาชุดท่ีใช้ฮอร์โมนแบบออกฤทธิ์ เนิ่นนานมี
ความหนาแน่นสเปิร์ม ปริมาณสเปิร์มท่ีเคล่ือนไหว และระยะเวลาท่ีสเปิร์มเคล่ือนไหว 6.19±4.83×109 เซลล์/มล. 
28.50±8.81% และ 13.25±1.50 วินาที ตามล าดับ ปลาชุดควบคุมมีความหนาแน่นสเปิร์ม ปริมาณสเปิร์มท่ี
เคล่ือนไหว และระยะเวลาท่ีสเปิร์มเคล่ือนไหว 3.51±1.00×109 เซลล์/มล. 21.50±7.78% และ 13.50±0.71 วินาที 
ตามล าดับ เม่ือวิเคราะห์สถิติพบว่าปลาท้ัง 2 ชุดการทดลองมี ความหนาแน่นสเปิร์ม ปริมาณสเปิร์มท่ีเคล่ือนไหว 
และระยะเวลาท่ีสเปิร์มเคล่ือนไหว ไม่แตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
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ตารางท่ี 4  คุณภาพน้ าเชื้อโดยค่าความหนาแน่นสเปิร์ม ปริมาณสเปิร์มท่ีเคล่ือนไหว และระยะเวลาท่ีสเปิร์ม
เคล่ือนไหว ระหว่างปลาชุดท่ีใช้ฮอร์โมน LHRHa แบบออกฤทธิ์ เนิ่นนานและปลาชุดควบคุม ต้ังแต่
เดือนมีนาคม–กรกฎาคม 

เดือน ชุดการทดลอง 
คุณภาพน้ าเชื้อ 

ความหนาแน่นสเปิร์ม 
(เซลล์/มล.)  

ปริมาณสเปิร์มท่ี
เคล่ือนไหว (เปอร์เซ็นต์)  

ระยะเวลาท่ีสเปิร์ม
เคล่ือนไหว (วินาที)  

มีนาคม 
ชุดท่ีใช้ฮอร์โมนฯ 
ชุดควบคุม 

5.95±0.48×109A 
6.53±2.17×109A 

78.50±2.12A 
53.33±25.66A 

30.00±1.41A 
29.67±2.89A 

เมษายน 
ชุดท่ีใช้ฮอร์โมนฯ 
ชุดควบคุม 

2.62±0.44×109A 
2.72±0.64×109A 

53.33±21.28A 
50.67±31.10A 

27.33±4.63B  
33.00±3.29A 

พฤษภาคม 
ชุดท่ีใช้ฮอร์โมนฯ 
ชุดควบคุม 

7.93±3.98×109A 
7.90±2.52×109A  

36.40±35.17A 
64.40±35.17A 

26.00±3.81A 
28.40±3.21A 

มิถุนายน 
ชุดท่ีใช้ฮอร์โมนฯ 
ชุดควบคุม 

7.89±3.22×109A 
3.95±2.31×109A 

75.50±13.70A 
86.67±14.43A 

24.50±3.11A 
27.00±5.20A 

กรกฎาคม 
ชุดท่ีใช้ฮอร์โมนฯ 
ชุดควบคุม 

6.19±4.83×109A 
3.51±1.00×109A  

28.50±8.81A 
21.50±7.78A 

13.25±1.50A 
13.50±0.71A 

* อักษรตัวพิมพ์ใหญ่ท่ีแตกต่างกันในคอลัมน์เดียวกันในแต่ละเดือนของคุณภาพน้ าเช้ือแต่ละค่า แสดงความแตกต่างทางสถิติ (P<0.05) ระหว่างปลาชุด
ท่ีใช้ฮอร์โมนแบบออกฤทธ์ิเน่ินนานและปลาชุดควบคุม  

 
2. น้ ายาและอัตราลดอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการเก็บรักษาน้ าเชื้อปลาเทพาโดยวิธีแช่แข็ง  

เก็บน้ าเชื้อจากปลาเทพา จ านวน 12 ตัว ได้น้ าเชื้อท่ีมีคุณภาพดีจากปลาจ านวน 8 ตัว มีปริมาณและ
ระยะเวลาท่ีสเปิร์มเคล่ือนไหวเฉล่ีย 86.17±7.35% และ 22.75±1.28 วินาที ตามล าดับ น าน้ าเชื้อรวมไปทดลองแช่
แข็งโดยเปรียบเทียบน้ ายา 3 สูตร และอัตราลดอุณหภูมิ 3 อัตรา เ ก็บรักษาไว้นาน 150 วัน น าออกมาละลายแล้ว
ตรวจสอบปริมาณและระยะเวลาท่ีสเปิร์มเคล่ือนไหว ได้ผลการทดลองตาม ตารางท่ี 5 น้ าเชื้อท่ีละลายมีปริมาณ
สเปิร์มท่ีเคล่ือนไหว 26.32±5.23–61.20±3.35% มีระยะเวลาท่ีสเปิร์มเคล่ือนไหว 19.33±0.58–24.67±2.08 วินาที 
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ตารางท่ี 5   ปริมาณสเปิร์มท่ีเคล่ือนไหว (%) และระยะเวลาท่ีสเปิร์มเคล่ือนไหว ( วินาที) เฉล่ีย ในน้ าเชื้อปลา
เทพาท่ีละลาย จากการใช้น้ ายา 0.9% NaCl, CF–HBSS และ 5% glucose ท่ีอัตราลดอุณหภูมิ 1, 5 และ 
10 C/นาที 

น้ ายา 
อัตราลดอุณหภูมิ 

(C/นาที) 
ปริมาณสเปิร์มท่ี
เคล่ือนไหว (%) 

ระยะเวลาท่ีสเปิร์ม
เคล่ือนไหว (วินาที)  

 
0.9% NaCl 

1 
5 
10 

26.32±5.23Bb 
31.82±3.83Ba 
32.41±3.53Ba 

22.00±1.73Ba 
20.00±2.00Ba 
19.33±0.58Ba 

 
CF–HBSS 

 

1 
5 
10 

28.67±7.51Bb 
30.73±2.23Ba 
35.73±1.30Ba 

24.33±2.52Aa 
22.33±1.15Aa 
21.67±1.15Aa 

 
5% Glucose 

1 
5 
10 

50.59±5.04Ab 
57.73±5.68Aa 
61.20±3.35Aa 

24.67±2.08Aa 
23.67±1.53Aa 
24.33±1.53Aa 

* อักษรตัวพิพม์ใหญ่ และเล็ก ท่ีต่างกันในแนวต้ังของค่าปริมาณสเปิร์มท่ีเคล่ือนไหวและระยะเวลาท่ีสเปิร์มเคล่ือนไหว แสดงความแตกต่างทางสถิติ
อย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) ระหว่างสูตรน้ ายาท่ีต่างกัน และอัตราลดอุณหภูมิท่ีต่างกัน ตามล าดับ 

 
เ ม่ือน าข้อมูลไปวิเคราะห์ทางสถิติ แยกผลการ วิเคราะห์ตามค่าปริมาณและระยะ เ วลาท่ีสเปิร์ม

เคล่ือนไหว ดังต่อไปนี้ 
ปริมาณสเปิร์มท่ีเคล่ือนไหว 
ผลการทดลองแสดงตาม ตารางท่ี 5 จากการวิเคราะห์สถิติพบว่า อิทธิพลจากน้ ายาและอัตราลด

อุณหภูมิท่ีแตกต่างกัน มีผลต่อปริมาณสเปิร์มท่ีเคล่ือนไหวอย่างมีนัยส าคัญย่ิง (P<0.01) แต่อิทธิพลจากปัจจัยร่วม
ไม่มีผลต่อปริมาณสเปิร์มท่ีเคล่ือนไหว (P>0.05)  โดยเฉล่ียน้ าเชื้อท่ีผสมน้ ายา 5% glucose และใช้อัตราลด
อุณหภูมิ 5 และ 10 C/นาที มีปริมาณสเปิร์มท่ีเคล่ือนไหว 57.73±5.68 และ 61.20±3.35% ตามล าดับ มีค่าสูงกว่า
น้ าเชื้อท่ีผสมน้ ายา 0.9% NaCl (26.32–32.41%) และ CF–HBSS (28.67–35.73%) 

 
ระยะเวลาท่ีสเปิร์มเคล่ือนไหว 
ผลการทดลองแสดงตาม ตารางท่ี 5 จากการวิเคราะห์สถิติพบว่า อิทธิพลจากน้ ายาท่ีแตกต่างกัน มี

ผลต่อระยะเวลาท่ีสเปิร์มเคล่ือนไหวอย่างมีนัยส าคัญย่ิง (P<0.01) แต่อิทธิพลจากอัตราลดอุณหภูมิท่ีแตกต่างกัน
และจากปัจจัยร่วมไม่มีผลต่อระยะเวลาท่ีสเปิร์มเคล่ือนไหว (P>0.05)  โดยเฉล่ียน้ าเชื้อท่ีผสมน้ ายา CF–HBSS 
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และ 5% glucose มีระยะเวลาท่ีสเปิร์มเคล่ือนไหว 21.67–24.33 และ 23.67–24.67 วินาที ตามล าดับ มีค่าสูงกว่า
น้ ายา 0.9% NaCl (19.33–22.00 วินาที) 
 
3. ประสิทธิภาพของน้ าเชื้อแช่แข็งของปลาเทพาโดยวิธีผสมเทียม 

เก็บรักษาน้ าเชื้อปลาเทพาชุดท่ีใช้ฮอร์โมนแบบออกฤทธิ์ เนิ่นนานและชุดควบคุมโดยวิธีแช่แข็ง 
โดยใช้สูตรน้ ายาและอัตราลดอุณหภูมิท่ีส่งผลให้น้ าเชื้อท่ีละลายมีคุณภาพสูงสุด จากการศึกษาในข้อ 2 คือใช้
น้ ายา 5% Glucose และอัตราลดอุณหภูมิ 10 C/นาที เก็บรักษาไว้นาน 365 วัน น ามาละลายแล้วน าไปผสมเทียม
กับไข่โดยเปรียบเทียบกับน้ าเชื้อสดท่ีเ จือจางด้วยน้ ายาสูตรและอัตราเ จือจางเ ดียวกัน วัดอัตราปฏิสนธิได้ผล
การศึกษาตาม ตารางท่ี 6 น้ าเชื้อแช่แข็งท่ีละลายของปลาชุดท่ีใช้ฮอร์โมนแบบออกฤทธิ์ เนิ่นนานมีอัตราปฏิสนธิ 
71.97±11.39% น้ าเชื้อแช่แข็งท่ีละลายของปลาชุดควบคุมมีอัตราปฏิสนธิ 71.21±7.10% และน้ าเชื้อสดมีอัตรา
ปฏิสนธิ 82.13±7.05% เม่ือวิเคราะห์สถิติพบว่าปลาท้ัง 3 ชุดการทดลองมีอัตราปฏิสนธิไม่แตกต่างกันทางสถิติ 
(P>0.05) 
 
ตารางท่ี 6  อัตราปฏิสนธิของไข่ท่ีได้รับการผสมด้วยน้ าเชื้อแช่แข็งท่ีน ามาละลายของปลาชุดท่ีใช้ฮอร์โมนแบบ 

ออกฤทธิ์เนิ่นนานและชุดควบคุม และน้ าเชื้อสด 
ชุดการทดลอง อัตราปฏิสนธิ (เปอร์เซ็นต์) 
ปลาชุดท่ีใช้ฮอร์โมนระบบออกฤทธิ์เนิ่นาน 71.97±11.39A 
ปลาชุดควบคุม 71.21±7.10A 
น้ าเชื้อสด 82.13±7.05A 

* อักษรพิมพ์ใหญ่ก ากับในแนวต้ังของค่าอัตราปฏิสนธิท่ีเหมือนกัน ไม่แสดงนัยส าคัญในความแตกต่างทางสถิติ (P>0.05) ระหว่างปลา 3 ชุดการ
ทดลอง 

 
วิจารณ์ผลการศึกษา 

 
1. ศึกษาฮอร์โมน LHRHa แบบออกฤทธิ์เนิ่นนานต่อพัฒนาการของเซลล์สืบพันธุ์ปลาเทพา 

ในปลาชุดท่ีใช้ฮอร์โมน LHRHa แบบออกฤทธิ์เนิ่นนาน ฮอร์โมนจะค่อยๆ ซึมแพร่ออกผ่านผนัง
หลอด silicone เข้าสู่กระแสโลหิตทีละน้อยๆ เ ป็นระยะเวลานาน ส่งผลให้ฮอร์โมนมีการ ออกฤทธิ์ เนิ่นนาน 
(Okada et al., 2005) โดยฮอร์โมน LHRHa จะไปกระตุ้นให้ต่อมใต้สมองสร้างฮอร์โมน gonadotropin ไปกระตุ้น
ให้รังไข่และอัณฑะพัฒนาเซลล์สืบพันธุ์ จากไข่ในระยะก่อนสะสมไข่แดง  (pre–vitellogenic)  พัฒนาจนถึงระยะ 
final maturation ซ่ึงไข่จะมีขนาดใหญ่ข้ึน และจากสเปิร์มระยะ spermatogonia จะพัฒนาเ ข้าสู่ระยะ spermatocyte 
(คณะท างานจัดการความรู้สถาบัน วิจัยและพัฒนาพันธุกรรมสัตว์น้ า ,  2554)  เ ม่ือเ ก็บและวิเคราะห์ข้อมูล

กอ
งว
ิจัย
แล
ะพ

ัฒน
าพั

นธุ
กร
รม
สัต
ว์น
้ำ



15 
 

พัฒนาการเซลล์สืบพันธุ์ในปลาเทพาท่ีระยะเวลาหลังจากฝังฮอร์โมนนาน 30 วัน วิจารณ์ผลการศึกษาโดยแยก
เป็นปลาเพศเมียและเพศผู้ดังต่อไปนี้ 

1.1 ปลาเพศเมีย แม่พันธุ์ปลาเทพาท้ัง 2 ชุดการทดลองมีพัฒนาการของไข่ ปลาในชุดท่ีใช้ฮอร์โมน 
LHRHa แบบออกฤทธิ์เนิ่นนาน และปลาชุดควบคุมมีปริมาณไข่ขนาดเล็กและขนาดปานกลาง  (<0.4–0.6 มม. 
และ 0.7–1.1 มม. ตามล าดับ) ลดลง ขณะท่ีไข่ขนาดใหญ่  (1.2–1.6 มม.)  มีปริมาณเพิ่มข้ึน และเ ร่ิมมีปริมาณไข่
ขนาดใหญ่มาก (>1.7มม.) ซ่ึงเป็นไข่ในระยะปลายท่ีพร้อมจะน าไปฉีดกระตุ้นฮอร์โมนเพื่อผสมเทียม (ยงยุทธ 
และคณะ, 2541) โดยรวมแล้ว พัฒนาการของไข่ระหว่างปลาชุดท่ีใช้ฮอร์โมนแบบออกฤทธิ์ เนิ่นนาน  และชุด
ควบคุมไม่มีความแตกต่างกัน แต่ปลาชุดท่ีใช้ฮอร์โมนแบบออกฤทธิ์ เนิ่นนานมีปริมาณไข่ขนาดใหญ่เฉล่ีย 
65.51% ซ่ึงสูงกว่าปลาชุดควบคุม (36.22%) อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ส่ิงนี้อาจสะท้อนให้เห็นการออกฤทธิ์ของ
ฮอร์โมน LHRHa ท่ีออกฤทธิ์แบบเนิ่นนานโดยการแพร่ออกจากหลอดซิลิโคนเข้าสู่กระแสโลหิต ไปกระตุ้นให้
ต่อมใต้สมองสร้างฮอร์โมนโกนาโดโทรปิน (GtH) ไปกระตุ้นไข่ให้พัฒนาจากระยะต้นซ่ึงมีขนาดเล็ก พัฒนาเ ข้า
สู่ระยะสะสมไข่แดง (คณะท างานจัดการความรู้สถาบันวิจัยและพัฒนาพันธุกรรมสัตว์น้ า , 2554)  ส่งผลให้ไข่เพิ่ม
ขนาดจากขนาดเล็กและปานกลาง พัฒนาเป็นไข่ขนาดใหญ่และขนาดใหญ่มาก ผลท่ีได้สอดคล้องกับรายงานของ 
Morehead et al. (1998) ท่ีศึกษาผลของฮอร์โมน LHRHa ในปลา Striped trumpeter (Latris lineata) รายงานว่า
ปลากลุ่มท่ีถูกกระตุ้นด้วยฮอร์โมน LHRHa ออกฤทธิ์แบบเนิ่นนาน มีปริมาณไข่ขนาดใหญ่เพิ่มข้ึนมากกว่าปลา
ชุดควบคุมอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  

1.2 ปลาเพศผู้ พ่อพันธุ์ปลาเทพาท้ัง 2 ชุดการทดลองมีพัฒนาการของสเปิร์มโดยความหนาแน่น
สเปิร์ม ปริมาณและระยะเวลาท่ีสเปิร์มเคล่ือนไหว หลังจากฝังฮอร์โมนท่ี 5 ระยะเวลา โดยรวมแล้วมีค่าปริมาณ
สเปิร์มท่ีเคล่ือนไหวและระยะเวลาท่ีสเปิร์มเคล่ือนไหวไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ ยกเ ว้นระยะเวลาท่ีสเปิร์ม
เคล่ือนไหวในเดือนเมษายน ท่ีปลาชุดควบคุมมีค่าสูงกว่าปลาชุดท่ีใช้ฮอร์โมนแบบออกฤทธิ์ เนิ่นนาน  ปลาท้ัง 2 
ชุดการทดลองมีความหนาแน่นสเปิร์ม 5.95×109–6.53×109 เซลล์/มล. ในเดือนมีนาคม และมีค่าลดลง (2.62×109–
2.72×109 เซลล์/มล.) ในเดือนเมษายน และเพิ่มข้ึนเป็น 7.90×109–7.93×109 เซลล์/มล. ในเดือนพฤษภาคม ซ่ึงเ ป็น
ช่วงเดือนท่ีมีการผสมเทียมปลาเทพาจ านวนมากท่ีสุดของศูนย์วิจัยและพัฒนาประมงน้ าจืดพิษณุโลก  (ยงยุทธ, 
ติดต่อส่วนตัว) และศูนย์วิจัยและพัฒนาพันธุกรรมสัตว์น้ าอุตรดิตถ์ ( วิศณุพร, ติดต่อส่วนตัว) ผลของฮอร์โมน
แบบออกฤทธิ์เนิ่นนานต่อพัฒนาการของสเปิร์มจึงไม่เห็นเด่นชัดนักในปลาเทพา สัณนิษฐานว่า เ ป็นเพราะปลา
เทพาเพศผู้เหล่านี้ปรับตัวให้เข้ากับสภาพการเล้ียงในบ่อซีเมนต์หรืออยู่ในช่วงฤดูผสมพันธุ์วางไข่อยู่แล้ว  ส่งผล
ให้ปลาไม่มีความบกพร่องจากการขาดหรือพร่องของฮอร์โมนท่ีควบคุมพัฒนาการของสเปิร์ม จึงท าให้พ่อปลามี
น้ าเชื้อเม่ือเข้าฤดูผสมพันธุ์วางไข่ ข้อสัณนิษฐานนี้สอดคล้องกับผลการศึกษาของ ยงยุทธ และคณะ (2554)  ท่ี
รายงานว่าพ่อพันธุ์ปลาเทพาของศูนย์วิจัยและพัฒนาประมงน้ าจืดพิษณุโลกท่ีเ ล้ียงไว้ในบ่อซีเมนต์ขนาด 70 
ตารางเมตร สามารถรีดน้ าเชื้อได้จ านวนร้อยละ 91–100 ในฤดูผสมพันธุ์วางไข่ และในการศึกษาคร้ังนี้ ก็สามารถ
รีดน้ าเชื้อจากปลาเพศผู้ท้ัง 2 ชุดการทดลองได้หมดทุกตัวในช่วงเ ดือนพฤษภาคมและมิถุนายน (ภาพผนวก) 
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นอกจากนี้ ฮอร์โมน LHRHa ท่ีใช้อาจไม่ส่งผลต่อพัฒนาการของสเปิร์มโดยตรง ฮอร์โมนท่ีกระตุ้นพัฒนาการ
ของสเปิร์มโดยตรงควรจะเป็นฮอร์โมนในกลุ่มสเตียรอยด์เช่น  testosterone เ ป็นต้น (คณะท างานจัดการความรู้
สถาบันวิจัยและพัฒนาพันธุกรรมสัตว์น้ า, 2554) 

 
2. น้ ายาและอัตราลดอุณหภูมิ ท่ีเหมาะสมต่อการเก็บรักษาน้ าเชื้อปลาเทพาโดยวิธีแช่แข็ง  

จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า น้ าเชื้อปลาเทพาท่ีผสมน้ ายา 5% glucose และใช้อัตราลดอุณหภูมิ 5 
และ 10 C/นาที มีผลให้น้ าเชื้อท่ีละลายมีปริมาณและระยะเวลาท่ีสเปิร์มเคล่ือนไหวสูงกว่าน้ ายา 0.9% NaCl และ 
CF–HBSS ผลท่ีได้สอดคล้องกับปลาในกลุ่มเดียวกันคือปลาบึก (Pangasianodon gigas)  ท่ีแช่แข็งน้ าเชื้อโดยใช้
น้ ายา 5% glucose และใช้อัตราลดอุณหภูมิ 4.62–12.06 C/นาที (พลชาติ และคณะ , 2551) ซ่ึง เ ป็นน้ ายาสูตร
เดียวกันและใช้อัตราลดอุณหภูมิท่ีอยู่ในช่วงใกล้เคียงกับการทดลองคร้ังนี้ ซ่ึงพบว่าให้ผลดีกว่าน้ ายาและอัตราลด
อุณหภูมิสูตรและอัตราอ่ืนๆ ท่ีเปรียบเทียบ อย่างไรก็ตาม ผลท่ีได้แตกต่างจากรายงานของ Monkonpunya et al. 
(2000) ท่ีทดลองในปลาบึก และ อนงคณ์ (2539) ท่ีท าในปลาสวาย (Pangasianodon hypophthalmus)  ซ่ึงใช้น้ ายา 
0.85% NaCl และ CF–HBSS และใช้ DMSO เป็นสารไครโอโพรเทคแทนท์ ท้ังนี้สัณนิษฐานว่าองค์ประกอบท่ีใช้
แช่แข็งน้ าเชื้อเช่นการใช้สารไครโอโพรเทคแทนท์ เคร่ืองลดอุณหภูมิอัตโนมัติ (programmable freezer) และ
หลอดบรรจุน้ าเชื้อท่ีแตกต่างไปจากการทดลองคร้ังนี้  ซ่ึงใช้ เมธานอลเป็นสารไครโอโพรเทคแทนท์ ใช้วิธีลด
อุณหภูมิด้วยไอไนโตรเจนเหลว และใช้หลอดแบบ straw บรรจุสารละลายน้ าเชื้อ ปัจจัยเหล่านี้จะมีผลอย่าง ย่ิงต่อ
การเลือกใช้น้ ายาและอัตราลดอุณหภูมิ และการแช่แข็งน้ าเชื้อให้ประสบผลส าเ ร็จ (Leibo, 2000) จะเห็นได้ว่า
น้ ายา 5% glucose มีน้ าตาลกลูโคสเป็นองค์ประกอบเพียงอย่างเดียว เ ม่ือใช้ท่ีความเข้มข้น 5% จะมีระดับออสโม
ลาริตี อยู่ในระดับท่ีสูงกว่าระดับออสโมลาริตีของ seminal plasma ของปลาเทพา จึงท าให้สเปิร์มปลาเทพาอยู่ใน
สถานะไม่เคล่ือนไหว นอกจากนี้ ในการแช่แข็งน้ าเชื้อนั้น glucose ถือเป็นสารไครโอโพรเทคแทนท์แบบออก
ฤทธิ์ภายนอกเซลล์ (Leung, 1991) ดังนั้นจึงมีความเป็นไปได้ว่า glucose จะไปช่วยเสริมฤทธิ์ปกป้องสเปิร์ม
ร่วมกับเมธานอล (cryoprotectant synergism) ท่ีเป็นสารไครโอโพรเทคแทนท์แบบออกฤทธิ์ภายในเซลล์ จึงท า
ให้น้ าเชื้อท่ีละลายมีปริมาณสเปิร์มท่ีเคล่ือนไหวมากกว่าน้ ายา 0.9% NaCl และ CF–HBSS การเสริมฤทธิ์ระหว่าง
โครโอโพรเทคแทนท์ 2 ประเภทนั้น มีรา ยงานไ ว้ในการแช่แข็งน้ าเชื้อปลากลุ่มปลานิล ( Sarotherodon 
mossambicus) (Harvey, 1983) ด้วยเช่นกัน นอกจากนี้ น้ ายา 5% glucose และการใช้อัตราลดอุณหภูมิ 5 และ 10 
C/นาที นั้นมีรายงานว่าเป็นองค์ประกอบท่ีเหมาะสมส าหรับแช่แข็งน้ าเชื้อปลา ดุกยักษ์ (Clarias gariepinus) 
(Steyn et al., 1985) ผลจากการทดลองคร้ังนี้สรุปได้ว่า องค์ประกอบท่ีเหมาะสมส าหรับการแช่แข็งน้ าเชื้อปลา
เทพาโดยวิธีใช้ไอไนโตรเจนเหลวคือ ใช้น้ ายา 5% glucose เป็นน้ ายาเจือจางน้ าเชื้อ ใช้เมธานอลเป็นสารไครโอ
โพรเทคแทนท์ผสมลงในสารละลายน้ าเชื้อให้มีความเข้มข้น 10% และลดอุณหภูมิในอัตรา 5 และ 10 C/นาที 
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3. ทดสอบประสิทธิภาพของน้ าเชื้อแช่แข็งในการผสมเทียม 
ผลการศึกษาแสดงให้เห็นว่าน้ าเชื้อปลาเทพาชุดท่ีใช้ฮอร์โมนแบบออกฤทธิ์ เนิ่นนาน  และปลาชุด

ควบคุม ท่ีเก็บรักษาโดยวิธีแช่แข็งนาน 365 วัน ให้อัตราปฏิสนธิ 71.97% และ 71.21% ซ่ึงไม่มีความแตกต่างกัน
ทางสถิติ และยังไม่แตกต่างไปจากน้ าเชื้อสดท่ีมีอัตราปฏิสนธิ 82.13% น้ าเชื้อปลาเทพาท่ีเ ก็บรักษาโดยวิธีแช่แข็ง
เป็นระยะเวลา 365 วัน เม่ือน ามาละลาย แม้ว่าจะมีคุณภาพน้ าเชื้อโดยค่าปริมาณสเปิร์มท่ีเคล่ือน ไหวอยู่ในช่วง 
80–90 % ลดลงเหลือประมาณ 60% แต่เม่ือน ามาผสมเทียม พบว่าน้ าเชื้อแช่แข็ง ท้ังจากปลากลุ่มท่ีใช้ฮอร์โมน
แบบออกฤทธิ์เนิ่นนานและปลาชุดควบคุม ให้อัตราปฏิสนธิไม่ต่างจากน้ าเชื้อสด ผลท่ีได้บ่งบอกว่าฮอร์โมนแบบ
ออกฤทธิ์เนิ่นนานไม่มีผลต่อคุณภาพน้ าเชื้อปลาเทพา ซ่ึงเป็นผลมาจากพ่อพันธุ์ปลาเทพาเหล่านี้จะมีพัฒนาการ
ของสเปิร์มเม่ือเข้าฤดูผสมพันธุ์วางไข่โดยไม่ต้องกระตุ้นด้วยฮอร์โมนแบบออกฤทธิ์ เนิ่นนาน อยู่แล้ว ตามท่ี
วิจารณ์ไว้ในข้อ 1.2 คุณภาพน้ าเชื้อแช่แข็งจากปลาท้ัง 2 ชุดการทดลองท่ีไม่แตกต่างกันนี้ ยังสอดคล้องกับผล
การศึกษาของ พลชาติ และคณะ (2552) ท่ีใช้ฮอร์โมนแบบออกฤทธิ์ เนิ่นนานในปลากดแก้ว (Hemibagrus 
wyckioides) ซ่ึงรายงานว่าน้ าเชื้อแช่แข็งของปลาชุดท่ีฝังฮอร์โมนแบบออกฤทธิ์ เนิ่นนานและปลาชุดควบคุม ให้
อัตราปฏิสนธิไม่แตกต่างกัน 
 

ข้อเสนอแนะ 

 
1. ควรมีการศึกษาฮอร์โมนชนิดอ่ืนๆ ท่ีกระตุ้นพัฒนาการของไข่และสเปิร์มโดยตรง ได้แ ก่ 

ฮอร์โมนโกนาโดโทรปิน และฮอร์โมนในกลุ่มสเตียรอยด์ชนิดต่างๆ ท าเ ป็นฮอร์โมนแบบออกฤทธิ์ เนิ่นนาน ซ่ึง
อาจท าให้เซลล์สืบพันธุ์มีพัฒนาการสูงข้ึนกว่าเดิม 

2. ควรมีการศึกษาอัตราส่วนระหว่างสเปิร์มและไข่ของน้ าเชื้อสดและน้ าเชื้อแช่แข็ง ท่ีเหมาะสม
ส าหรับผสมเทียมปลาเทพา 

 
ค้าขอบคุณ 

 
โครงการวิจัยนี้ด าเนินการภายใต้งบประมาณของกรมประมง ในส่วนกิจกรรมพัฒนาการเพาะเ ล้ียง

และปรับปรุงพันธุ์ รหัสทะเบียนวิจัยเลขท่ี 53–0600–53007 และขอขอบคุณผู้อ านวยการสถาบันวิจัยและพัฒนา
พันธุกรรมสัตว์น้ า ท่ีให้การสนับสนุนโครงการวิจัยนี้ 

คณะผู้วิจัยขอขอบคุณศูนย์วิจัยและพัฒนาพันธุกรรมสัตว์น้ าอุตรดิตถ์ ส านักวิจัยและพัฒนาประมง
น้ าจืด และศูนย์วิจัยและพัฒนาประมงน้ าจืดพิษณุโลก ท่ีอนุญาตให้ใช้พ่อแม่พันธุ์ปลาเทพ าในการวิจัย สุดท้าย
ขอขอบคุณคณะกรรมการวิชาการของสถาบันวิจัยและพัฒนาพันธุกรรมสัตว์น้ า ท่ีกรุณาตรวจแก้ไขต้นฉบับ 
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