
 

 
 
  

                                 ใบรับรองวทิยานิพนธ์ 
                             บัณฑติวทิยาลยั  มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ 
 

   
                                                                  ปริญญา 

   
สาขา  ภาควชิา 

  
เร่ือง การศึกษาลกัษณะทางชีววิทยาและการก่อโรคของรานํ้าท่ีแยกไดจ้ากไข่ปลาบึก 

  
 Study on Biological Characteristic and Infection of Aquatic Fungi Isolated from Eggs of  
 Mekong Giant Catfish (Pangasianodon gigas, Chevey) 
  
  
  
  

นามผู้วจัิย นายณรงค ์ อาบก่ิง 

ได้พจิารณาเห็นชอบโดย  

อาจารย์ทีป่รึกษาวทิยานิพนธ์หลกั  

 (  ) 
หัวหน้าภาควชิา  

 (  ) 
  

  
 บัณฑติวทิยาลยั  มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์รับรองแล้ว 

  

 (  ) 
 คณบดบีัณฑติวทิยาลยั 

 วนัที ่  เดือน  พ.ศ.   
 

 

วิทยาศาสตรมหาบณัฑิต (จุลชีววิทยาทางสตัวแพทย)์ 

จุลชีววิทยาทางสตัวแพทย ์ จุลชีววิทยาและวิทยาภูมิคุม้กนั 

 

 

รองศาสตราจารยพ์รทิพภา  เลก็เจริญสุข, Ph.D. 

รองศาสตราจารยอ์งอาจ  เลาหวินิจ, Ph.D. 

รองศาสตราจารยก์ญัจนา  ธีระกลุ, D.Agr. 



 

วทิยานิพนธ์ 
 

เร่ือง 
 

การศึกษาลกัษณะทางชีววทิยาและการก่อโรคของราน ้าท่ีแยกไดจ้ากไข่ปลาบึก 
 

Study on Biological Characteristic and Infection of Aquatic Fungi Isolated from Eggs of Mekong 
Giant Catfish (Pangasianodon gigas, Chevey) 

 
 
 
 
 
 
 

โดย 
 

นายณรงค ์ อาบก่ิง 
 
 
 
 
 
 
 

เสนอ 
 

บณัฑิตวทิยาลยั  มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ 
เพื่อความสมบูรณ์แห่งปริญญาวทิยาศาสตรมหาบณัฑิต (จุลชีววทิยาทางสัตวแพทย)์ 

พ.ศ. 2557 



 

ณรงค ์ อาบก่ิง  2557: การศึกษาลกัษณะทางชีววทิยาและการก่อโรคของราน ้าท่ีแยกได้
จากไข่ปลาบึก  ปริญญาวทิยาศาสตรมหาบณัฑิต (จุลชีววทิยาทางสัตวแพทย)์ สาขา 
จุลชีววทิยาทางสัตวแพทย ์ภาควชิาจุลชีววทิยาและวทิยาภูมิคุม้กนั  อาจารยท่ี์ปรึกษา
วทิยานิพนธ์หลกั: รองศาสตราจารยอ์งอาจ  เลาหวินิจ, Ph.D.  61 หนา้ 
 
 
การศึกษาชนิดของเช้ือราน ้าท่ีแยกจากตวัอยา่งไข่ปลาบึกดา้นชีววทิยาและการก่อโรค 

และตวัอยา่งน ้าจากบ่อเพาะฟัก ท่ีเก็บจากสถาบนัวจิยัเพาะพนัธ์ุสัตวน์ ้าจืด จงัหวดั
พระนครศรีอยธุยา ตั้งแต่ปี พ.ศ.2551 ถึง 2553 (ในช่วงฤดูวางไข่) ผลการศึกษา พบราน ้ า  2 สกุล 
คือ ราน ้าสกุล Achlya พบจ านวน 8 สายพนัธ์ุท่ีแยกไดจ้ากไข่ปลาบึก 1 สายพนัธ์ุท่ีแยกไดจ้ากน ้า 
และราน ้าสกุล Saprolegnia พบจ านวน 5 สายพนัธ์ุท่ีแยกไดจ้ากไข่ปลาบึก 2 สายพนัธ์ุท่ีแยกได้
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The 2 genus aquatic fungi were isolated from the both of a Makong Giant Catfish, 

(Pangasianodon gigas, Chevey) eggs and the rearing water at Inland Aquaculture Research 
Institute, Phra Nakhon Sriayutthaya province, in spawning season, during 2008 to 2010. Aquatic 
fungi were morphological characterized as following: genus Achlya including Achlya spp.  8 of 
Achlya spp. isolated from Mekong Giant Catfish eggs and 1 isolated from rearing water. Genus 
Saprolegnia including 5 isolates of Saprolegnia spp.  isolated from Mekong Giant Catfish eggs 
and 2 isolates from rearing water. From some biological characteristic study, optimal 
temperature for 2 genera were 30 °C. Almost the isolated of Achlya spp. and Saprolegnia spp. 
could tolerated to high salinity medium at 10 part per thoundson (ppt) and 25 ppt, respectively. 
Except for Saprolegnia spp. (E3/52-P2) could tolerated up to 30 ppt. Those isolates could grow in 
broth at pH 4 -11, while the optimal pH for Achlya spp. and Saprolegnia spp. were pH 5 and 6, 
respectively. The studies on pathogenicity test were conducted in eggs of Mekong Giant Catfish 
by exposed 1 × 104 spores/mL and the histological examination of infected eggs showed hyphae 
penetrated into cell membrane of eggs and digested yolk granules dued to vacuole form inside. 
The results show that, pathogens are Achlya spp. (T.MCF1-02, E.MCF 2-001, E4/52-10) and 
Saprolegnia spp. (E1/53-12).  
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การศึกษาลกัษณะทางชีววทิยาและการก่อโรคของราน า้ทีแ่ยกได้ 
จากไข่ปลาบึก 

 

Study on Biological Characteristic and Infection of Aquatic Fungi Isolated from 

Eggs of Mekong Giant Catfish (Pangasianodon gigas, Chevey)  
 

ค าน า 
 

 ปัญหาท่ีมกัเกิดควบคู่กบัการเพาะเล้ียงสัตวน์ ้าโดยทัว่ไป คือการเกิดโรคสัตวน์ ้า โรคจาก
เช้ือราน ้าในปลาเป็นอีกโรคหน่ึงท่ีมีความส าคญัในอุตสาหกรรมการเพาะเล้ียงสัตวน์ ้ามีรายงานพบ
การติดเช้ือราในไข่ปลาน ้าจืด และน ้ากร่อย ส่วนใหญ่มีสาเหตุมาจากการติดเช้ือราน ้าในวงศ ์
Saprolegniaceae ไดแ้ก่ ราน ้าสกุล Saprolegnia spp. และ Achlya spp. และมกัพบการเกิดโรคราน ้า
ในช่วงท่ีปลาวางไข่ ส่งผลใหอ้ตัราการฟักรอดท่ีต ่า ปลาบึกเป็นปลาน ้าจืดท่ีไม่มีเกล็ดขนาดใหญ่
ท่ีสุดในโลก มีแหล่งอาศยัเฉพาะในแม่น ้าโขงและแม่น ้าสาขา ปลาบึก จดัอยูใ่นกลุ่มของสัตวน์ ้าท่ี
ใกลสู้ญพนัธ์ุ ตามอนุสัญญาวา่ดว้ยการอนุรักษพ์นัธ์ุพืชและสัตวป่์า (Convention on International 
Trade in Endangered Species of Wold Fauna and Flora : CITES) จากรายงานประจ าปี 2549 ของ 
สถาบนัวจิยัการเพาะเล้ียงสัตวน์ ้าจืด ส านกัวิจยัและพฒันาประมงน ้าจืด กรมประมง พบวา่ สามารถ
เพาะพนัธ์ุปลาบึกและปล่อยคืนแหล่งน ้าธรรมชาติ กวา่ 16,800 ตวั และลูกปลาบึกอีกส่วนหน่ึงยงั
สามารถแบ่งขายใหก้บัเกษตรกรไดน้ าไปเพาะเล้ียง ในราคาตวัละ 40 บาท ซ่ึงสามารถท ารายได้
ใหแ้ก่ภาครัฐไดอี้กทางหน่ึง หากการเพาะฟักลูกปลาบึกมีอตัราการรอดท่ีสูงข้ึน จะสามารถเพิ่ม
จ านวนประชากรปลาบึกในธรรมชาติใหสู้งข้ึนอีกทั้งยงัสามารถสร้างมูลค่าใหก้บัปลาบึกใหสู้งข้ึน
ตามไปดว้ย 

  
การศึกษาในคร้ังน้ีเพื่อตอ้งการหาเช้ือราน ้า ท่ีอาจเป็นสาเหตุท่ีท าใหอ้ตัราการเพาะฟักของ

ลูกปลาบึกลดลง เพื่อหาแนวทางป้องกนัและหาวธีิการท่ีช่วยเพิ่มอตัราการเพาะฟักของปลาบึกให้
สูงข้ึน และรวมทั้งการศึกษาลกัษณะบางประการของเช้ือราน ้าท่ีแยกได ้เพื่อน าขอ้มูลท่ีไดไ้ปวางแผน
ในการป้องกนัและลดการปนเป้ือนของเช้ือราน ้ าในระหวา่งการเพาะฟักไข่ปลาบึก และช่วงอนุบาล
ลูกปลาบึก อีกทั้งยงัท าการศึกษาความสามารถในการก่อโรคในไข่ปลา ของเช้ือราท่ีแยกไดจ้ากไข่
ปลาบึก เพื่อใหไ้ดข้อ้มูลทางพยาธิวทิยาท่ีเป็นประโยชน์ต่อการป้องกนัและรักษาโรคท่ีเกิดข้ึน 



 

2 

วตัถุประสงค์ 

 
1. ศึกษาเพื่อแยกเช้ือและจ าแนกชนิดของราน ้าท่ีปนเป้ือนในไข่ปลาบึก และตวัอยา่งน ้า

จากบ่ออนุบาลเพาะฟักลูกปลาบึก 
 

2. ศึกษาลกัษณะทางชีววทิยาบางประการของราน ้าท่ีแยกจากไข่ปลาบึก และตวัอยา่งน ้า
จากบ่ออนุบาลเพาะฟักลูกปลาบึก 
 

3. ศึกษาการก่อโรคของราน ้าในไข่ปลาบึก 
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การตรวจเอกสาร 

 
ราน า้ 

 
ราน ้า (aquatic fungi) จดัอยูใ่น Kingdom Straminipila, Division Oomycota  (Dick, 2001) 

สมาชิกของราน ้าใน Order Saprolegniales ซ่ึงไดแ้ก่ ราในกลุ่ม Saprolegnia spp.,  Achlya spp.และ 
Aphonomyces spp. เป็นกลุ่มของราน ้าท่ีส าคญั และสามารถก่อใหเ้กิดการติดเช้ือรา ในปลาหลาย
ชนิด รวมถึงปลาท่ีเพาะเล้ียงในระบบฟาร์ม และก่อโรคในปลาสวยงาม (West, 2006) ราน ้าใน 
Order Saprolegniales เป็นสาเหตุท่ีท าให้เกิดโรค Saprolegniasis ซ่ึงมีลกัษณะอาการของโรคท่ี
สังเกตได ้คือ พบวกิารของโรค เป็นแผน่ สีขาว/ เทา (white or gray patch) ของสายรา กระจายตาม
ล าตวัและครีบของปลาน ้าจืด (West, 2006)  การติดเช้ือราน ้ ามกัเกิดในช่วงฤดูการวางไข่ และมีปัจจยั
ท่ีส่งเสริมใหเ้กิดการติดเช้ือราน ้า คือ การเกิดบาดแผลตามผวิหนงั ความเครียดและการติดเช้ือชนิด
อ่ืนมาก่อน (Neish and Huges, 1980) ลกัษณะของปลาหรือไข่ปลาท่ีติดเช้ือราน ้า จะมีผลท าใหไ้ข่
ปลาจะมีอตัราการเพาะฟักท่ีต ่า พบลกัษณะเส้นใยสีขาว คลา้ยปุยฝ้าย หรือสีขาวปนน ้าตาลเน่ืองจาก
มีตะกอนในน ้าเกาะอยูบ่นเส้นใยราน ้า เจริญอยูต่ามผวิหนงั ครีบ เหงือก หรือบนไข่ปลา บางคร้ังพบวา่
เช้ือราสามารถแทรกสายราลงไปในชั้นกลา้มเน้ือใตผ้ิวหนงัของปลาไดด้ว้ย (Vorderwinkler et al., 
1962; Goven-Dixon, 1993; Howe et al., 1998; Bruno and Wood, 1999) 
 

 
 
ภาพที ่1  แสดงวกิารของโรคติดเช้ือราน ้าในปลาสวยงาม พบลกัษณะเส้นใยสีขาว คลา้ยปุยฝ้าย         

ปกคลุมบริเวณส่วนหวัและล าตวัตวัส่วนบนของตวัปลา 
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1.  อนุกรมวธิานของราน า้ 
  

อนุกรมวธิานของราน ้า (Dick, 2001) มีดงัน้ี 
Kingdom  Straminipila  

Division  Oomycota 
 Class  Oomycetes   

Order  Saprolegniales 
Family  Saprolegniaceae 

Genus  Saprolegnia 
Genus  Achlya  
Genus  Aphanomyces 
Genus  Thraustotheca 
Genus  Dictyuchus  
 

2.  ลกัษณะทัว่ไปของราน า้ใน Class Oomycestes 
 

ราน ้าใน Class Oomycetes มีลกัษณะทัว่ไป คือ สามารถสร้าง Zoospore ท่ีสามารถวา่ยน ้า
ได ้โดย Zoospore จะประกอบดว้ยตวัเซลลท่ี์ลกัษณะคลา้ยหยอดน ้า และดา้นขา้งตวัเซลลจ์ะมีแฟล
กเจลล่า 2 เส้น โดยมีหน่ึงเส้นท่ีมีลกัษณะแบบ whiplash type ไม่มี lateral hairs บนเส้นของแฟล
กเจลล่า ส่วนอีกเส้นมีลกัษณะ แบบ tinsel type ท่ีมี lateral hairs บนเส้นของแฟลกเจลล่า (ภาพท่ี 2) 
สมาชิกส่วนใหญ่ใน Class น้ี มีถ่ินอาศยัตามแหล่งน ้า แต่มีบางกลุ่ม เช่น Order Saprolegniales และ 
Order Peronosporales ท่ีสามารถเจริญไดใ้นดิน ผนงัเซลลข์องราน ้าใน Class Oomycetes นั้นต่าง
จากผนงัเซลลข์องราทัว่ไป คือไม่มีองคป์ระกอบท่ีเป็น chitin ราน ้าใน Class น้ีส่วนใหญ่มี
องคป์ระกอบหลกัเป็น glucan ท่ีเช่ือมต่อกนัดว้ยพนัธะ β-(1-3) และ β-(1-3) glucosidic linkage 
ส่วนองคป์ระกอบของผนงัเซลลท่ี์เป็น cellulose พบในปริมาณนอ้ย ราน ้าใน Class Oomycetes มี
สมาชิก 4 Order ดงัน้ี Order Saprolegniales, Order Leptomitales, Order Lageenidiales และ Order 
Peronosporales 

 
ราน ้าใน Order Saprolegniales สมาชิกของราน ้าในกลุ่มน้ีเป็นท่ีรู้จกัเป็นอยา่งดี ในช่ือ 

Aquatic fungi มีถ่ินอาศยั ในดินท่ีเปียกช้ืน ชายฝ่ังของทะเลสาบ และในแหล่งน ้าจืด ด ารงชีพแบบ 
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saprophytes ราน ้าใน Genus Saprolegnia และ Achlya มีความส าคญัและสร้างความเสียหายต่อสัตว์
น ้า ด ารงชีพแบบ parasites ก่อโรคในปลา และในไข่ปลา (Webster, 1980) 

 
ลกัษณะของ Zoospore มีแฟลกเจลล่า 2 เส้นเกาะติดทางดา้นขา้ง แฟลกเจลล่าท่ีอยูด่า้นหนา้

เป็นแบบ tinsel type ส่วนแฟลกเจลล่าท่ีอยูด่า้นทา้ยเป็นแบบ whiplash type  primary zoospore 
รูปร่างคลา้ยหยดน ้า (pear-shaped) มีแฟลกเจลล่า 2 เส้นเกาะติดทางดา้นบน สามารถวา่ยน ้าไดใ้น
ช่วงเวลาสั้นๆ จากนั้น primary zoospore จะเขา้สู่ระยะพกั (primary cyst) โดยสลดัช้ินส่วนท่ีเป็น
แฟลกเจลล่าทิ้ง ระยะต่อมาจะงอกให ้secondary zoospore รูปร่างคลา้ยเมล็ดถัว่ (bean-shaped) มี
แฟลกเจลล่า 2 เส้นเกาะติดทางดา้นขา้ง สามารถวา่ยน ้าไดร้ะยะเวลาท่ีนานกวา่ primary zoospore 
(ภาพท่ี2) จากนั้น secondary zoospore จะเขา้สู่ระยะพกัคร้ังท่ี 2 ในระยะน้ี cyst ท่ีเกิดข้ึนสามารถ
งอกให ้secondary zoospore ท่ีสามารถวา่ยน ้าไดอี้กคร้ัง เราเรียกรูปแบบการงอกน้ีวา่ repeated 
emergence หรือจากระยะพกัคร้ังท่ี 2 น้ี cyst ท่ีเกิดข้ึนจะงอกเป็น germ tube ท่ีจะพฒันาไปเป็น       
เส้นใยสายราไดต่้อไป (Webster, 2007)  

 

 
 

ภาพที ่2  แสดงลกัษณะรูปร่างของ Zoospore ของราน ้าใน Class Oomycetes, a = primary  
zoospore, b = secondary zoospore 

 
ทีม่า: Webster (2007) 
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ราน ้าใน Family Saprolegniaceace น้ี มีสมาชิกประมาณ 20 Genus กลุ่มของเช้ือท่ีพบได้
บ่อยๆ คือ Genus Saprolegnia,  Achlya,  Aphanomyces, Dictyuchus และ Thraustotheca เป็นเช้ือรา
ท่ีไม่มีผนงักั้น (coenocytic hyphae) สามารถแยกเช้ือไดจ้ากตวัอยา่งน ้า โคลน และดินท่ีเปียกช้ืน 
โดยใชเ้มล็ดฝ่ินท่ีผา่นการตม้แลว้ (boiled hemp seed) เป็นเหยือ่ล่อ โดยใส่ลงไปในจานเพาะเช้ือท่ี
ภายในบรรจุ ตวัอยา่งน ้า หรือ ดิน จากนั้นภายใน 2 วนัหากตวัอยา่งมีราน ้าปะปนอยู ่จะสังเกตเห็น
เส้นใยสายราเจริญบนเมล็ดฝ่ิน เราสามารถตดัปลายเส้นใยสายราไปท าการเพาะเล้ียงบนอาหารเล้ียง
เช้ือแขง็ท่ีมีความเหมาะสมไดต่้อไป (Shigeki and Tokumasu, 2002) 

 
2.1  ราน ้าใน Genus Achlya  

 
พบไดท้ัว่ไปในดิน และในน ้ าท่ีมีเศษซากของพืช มีรายงานการก่อโรคในปลา 

พฒันาการของ zoosporangia ของ Achlya  คลา้ยกบั Saprolegnia ในระยะแรก แตกต่างกนัท่ี
รูปแบบการปล่อย primary zoospores ออกจาก zoosporangium ของ Achlyaนั้นจะไม่วา่ยน ้าออกไป 
แต่จะเกาะกลุ่มกนัท่ี บริเวณปลายเปิดของ zoosporangium (ภาพท่ี 3) จากนั้นจะเขา้สู่ระยะพกั 
(encyst) ระยะต่อมาจะงอกให ้secondary zoospore ท่ีมีแฟลกเจลล่า 2 เส้น สามารถวา่ยน ้าได ้
จากนั้นจะเขา้สูระยะพกัคร้ังท่ี 2 แลว้จึงงอกให ้germ tube ท่ีเจริญไปเป็นเส้นใยสายรา หรืออาจงอก
ให ้secondary zoospore ไดอี้กคร้ัง 
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ภาพที ่3  พฒันาการของ Achlya colorata  และ Thraustotheca clavata  Achlya colorata (A-F):       

A การเกาะกลุ่มของ primary zoospore ท่ีบริเวณปลายเปิดของ zoosporangium, B แสดง 
primary cyst, C ระยะต่างๆ ของการปล่อย secondary zoospore, D secondary zoospore, 
E-F secondary cyst และ การงอกเป็น germ tube; Thraustotheca clavata (G-L):               
G การเขา้สู่ระยะพกัท่ีบริเวณ zoosporangium, H primary cyst, I การปล่อย secondary 
zoospore, J secondary zoospore, K secondary cyst และ L การงอกของ secondary cyst 
เป็น germ tube 

 
ทีม่า: Webster (1980) 
 

2.2  ราน ้าใน Genus Aphanomyces  
 

มีความแตกต่างจาก Genus Achlya ตรงท่ีขนาดของสายราและขนาดของ sporangium 
ท่ีแคบกวา่ภายใน มีการจดัเรียงสปอร์เพียงแถวเดียว zoospore สามารถวา่ยน ้าไดท่ี้อุณหภูมิต ่ากวา่ 20 
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องศาเซลเซียส จากนั้น primary zoospore จะเขา้สู่ระยะพกั (encyst) ท่ีบริเวณปลายเปิดของ 
sporangium หากอุณหภูมิของน ้าสูงกวา่ 20 องศาเซลเซียส พบวา่ primary zoospore จะวา่ยน ้า
ออกไปจาก sporangium และเขา้สู่ระยะพกัท่ีไกลออกไปจากบริเวณปลายเปิดของ sporangium และ
เคยมีรายงานวา่ Aphanomyces astaci สามารถก่อโรคใน crayfish (Unestam, 1965) 
 

2.3  ราน ้าใน Genus Saprolegnia  
 

พบไดท้ัว่ไปในตวัอยา่งดิน และน ้าจืด ด ารงชีพ ส่วนใหญ่ด ารงชีวิตแบบ saprophyte 
บนซากพืช และสัตวท่ี์ตายแลว้ ส่วนราน ้าชนิดท่ีสามารถก่อโรคในปลาหรือสัตวน์ ้าจะเป็นทั้ง 
saprophyte และ facultative parasite เช่น Saprolegnia parasitica มีรายงานการก่อโรคในปลา และ
ในไข่ปลา ราใน Genus Saprolegnia มีโครงสร้างการสืบพนัธ์ุแบบไม่อาศยัเพศ (Asexual 
reproduction) โดยท่ีปลายสายราจะพฒันาสร้าง sporangia ข้ึนมา โดยท่ีปลายสายรามีการ
เปล่ียนแปลงรูปร่าง บวมข้ึน และเป็น club-shaped ไซโตพลาสซึมรวมตวัหนาแน่นข้ึน และสร้าง
ผนงักั้นท่ีฐานของ sporangia (ภาพท่ี 4) 
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ภาพที ่4  ลกัษณะของสายราน ้าใน Genus Saprolegnia  

A ลกัษณะของปลายสายรา, B-D พฒันาการของ zoosporangia, E รูปแบบการปล่อย 
zoospore, F พฒันาการของ secondary zoosporangium, G  primary zoospore, H  primary 
cyst, I-J การงอกของ primary cyst ไปเป็น secondary zoospore, K-M secondary 
zoospore, N secondary zoospore เขา้สู่ระยะพกั, O  secondary cyst, P การงอกของ 
secondary cyst 
 

ทีม่า: Webster (1980) 
 

2.4  ราน ้าใน Genus Thraustotheca  
 

มีลกัษณะของ sporangium ท่ีกวา้ง club-shaped ระยะ primary zoospore ไม่สามารถ
วา่ยน ้าได ้และเขา้สู่ระยะพกั (primary cyst) ท่ี sporangium จากนั้นงอกให ้secondary zoospore ท่ี
สามารถวา่ยน ้าได ้รูปร่างคลา้ยเมด็ถัว่ (bean-shaped) มีแฟลกเจลล่าเกาะติดทางดา้นขา้ง จากนั้นเขา้
สู่ระยะพกัคร้ังท่ี 2 (secondary cyst) และงอกให ้germ tube หรือ อาจงอกให ้zoospore ท่ีวา่ยน ้าได้
อีกคร้ัง (ภาพท่ี 3) 
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2.5  ราน ้าใน Genus Dictyuchus  
 

มีระยะ primary zoospore ท่ีไม่สามารถวา่ยน ้าได ้การเขา้สู่ระยะพกั จะพบใน 
cylindrical sporangium โดย primary cyst จะมีลกัษณะรูปร่างเหล่ียม จากนั้นจะงอกให ้secondary 
zoospores ท่ีสามารถวา่ยน ้าได ้และมีการปล่อย zoospores อยา่งอิสระ จากรูเปิดของผนงั 
sporangium (ภาพท่ี 5) 

 

 
 

ภาพที ่5  พฒันาการของ Dictyuchus sterile และ Pythiopsis cymosa 
Divtyuchus sterile (A-D): A ลกัษณะของ zoosporangium ท่ีมี cyst อยูภ่ายใน และปล่อย 
secondary zoospore จากรูเปิดดา้นขา้งของผนงั zoosporeangium, B secondary zoospores, 
C secondary Cyst, D การงอกของ secondary cyst เป็น germ tube; Pythiopsis cymosa (E-
I): E zoosporangium, F และ G primary zoospore, H primary cyst, I การงอกของ primary 
cyst เป็น germ tube 
 

ทีม่า: Webster (1980) 
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3.  ชีววทิยาของราสกุล Achlya และ Saprolegnia 
 
จุฑารัตน์ (2546) ไดร้ายงานวา่ เช้ือราในสกุล Achlya และ Saprolegnia จดัอยูใ่น Class 

Oomycetes, Order Saprolegniales, Family saprolegniaceae เป็นราท่ีพบแพร่กระจายทัว่ไปในดิน
และในแหล่งน ้าจืด ลกัษณะของราในสกุล Achlya น้ีมีเส้นใยยาว ซ่ึงปลายของเส้นใยมีลกัษณะ
แหลม แตกแขนงเล็กนอ้ย และมีขนาดใหญกวา่เส้นใยของราในสกุล Saprolegnia ลกัษณะของราใน
สกุล Saprolegnia น้ี เป็นเส้นใยยาว ปลายของเส้นใยกลมมนแตกแขนงเล็กนอ้ย เส้นใยอยูร่วมกนั
เป็นกลุ่มเรียกวา่ mycelium เส้นใยของรากลุ่มน้ีไม่มีผนงักั้นระหวา่งเซลล ์(non-septate hyphae ) 
วงจรชีวิตมีทั้งแบบไม่อาศยัเพศ (ภาพท่ี 6) และการสืบพนัธ์ุแบบอาศยัเพศ (ภาพท่ี 7) 

 
การสืบพนัธ์ุแบบไม่อาศยัเพศของเช้ือราสกุล Saprolegnia โดยมีการสร้าง zoosporangia  

โตเตม็ท่ีบริเวณปลายเส้นใย ภายในมีการบรรจุ zoospores ซ่ึงสามารถวา่ยน ้าออกมาและมีรูปร่าง 
pear-shape มีแฟลกเจลล่า 2 เส้น เรียกวา่ primary zoospores ต่อมา primary zoospores เขา้สู่ระยะพกั 
(primary cyst) จากนั้นจะงอกให ้secondary zoospores ซ่ึงมีรูปร่างแบบ kidney-shape ซ่ึงมีแฟลก- 
เจลล่า 2 เส้น สามารถวา่ยน ้าไดน้านกวา่ primary zoospores จากนั้น secondary zoospores มีการเขา้
สู่ระยะพกัอีกคร้ัง (secondary cyst) แลว้จึงงอกเป็นเส้นใยใหม่ต่อไป (Carlile and Watkinson, 1994) 

 
การสืบพนัธ์ุแบบไม่อาศยัเพศของราสกุล Achlya มีการสร้าง zoosporangia โตเตม็ท่ีท่ีปลาย

สายราภายในบรรจุ primary zoospores โดย primary zoospores จะถูกปล่อยออกมารวมกลุ่มกนั 
(accumulate) ท่ีปลายเปิดของ zoosporangia และมีการเขา้สู่ระยะพกั (primary cyst) จากนั้นเจริญไป
เป็น secondary zoospores ซ่ึงวา่ยน ้าเป็นอิสระ zoospores มีแฟลกเจลล่า 2 เส้น จากนั้น secondary 
zoospores มีการเขา้สู่ระยะพกัอีกคร้ัง และงอก germ tube เจริญเป็นเส้นใยของราต่อไป (จุฑารัตน์, 
2546) 

 
การสืบพนัธ์ุแบบอาศยัเพศของราทั้ง 2 สกุลน้ีมีลกัษณะคลา้ยกนั โดยมีอวยัวะสร้างเซลล์

สืบพนัธ์ุ 2 แบบ คือ  
 
1) อวยัวะสร้างเซลลสื์บพนัธ์ุเพศผู ้(Antheridium)  
2) อวยัวะสร้างเซลลสื์บพนัธ์ุเพศเมีย (Oogonium)  
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เม่ือเซลลสื์บพนัธ์ุเพศผูเ้ขา้ผสมกบัเซลลสื์บพนัธ์ุเพศเมียไดเ้ป็น oospore ซ่ึงมีลกัษณะกลม 
ผนงัหนา ภายในมี ooplast อยูต่รงกลาง ประกอบดว้ยแกรนูล และไขมนัซ่ึงใชเ้ป็นอาหารของ 
oospore ท่ีจะเจริญเป็นเส้นใยของเช้ือราต่อไป 

 

 
 

ภาพที ่6  การสืบพนัธ์ุแบบไม่อาศยัเพศของราในสกุล Achlya และ Saprolegnia 
 
ทีม่า: Daugherty et al. (1998) 

 

 
 
ภาพที ่7  การสืบพนัธ์ุแบบอาศยัเพศของราในสกุล Achlya 
 
ทีม่า: Daugherty et al. (1998)  
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4.  การศึกษาวจัิยเกี่ยวกบัราน า้ 
 

Chukanhom and Hatai (2004) ไดร้ายงานการแยกราน ้าไดจ้ากไข่ของปลาคาร์ฟ (Common 
Carp) จากฟาร์มเล้ียงปลาคาร์ฟ ในจงัหวดัขอนแก่น ผลการศึกษาพบวา่ สามารถจ าแนกราน ้า
ออกเป็น 3 ชนิด คือ Saprolegnia diclina  และ Achlya klebsiana  จากนั้นท าการทดลองการก่อโรค 
ดว้ยสปอร์ 104  สปอร์/มิลลิลิตร ของ Saprolegnia diclina  Achlya klebsiana  ในปลา platyfish 
(Xiphophorus maculatus) ใหผ้ลปลาทดลองตายทั้งหมด  

 
Kwanprasert  et al. (2007)ไดร้ายงานการตรวจพบราน ้าบนไข่ปลานิลท่ีเก็บตวัอยา่งจาก

โรงเพาะฟักจงัหวดักาฬสินธ์ุ ขอนแก่น มหาสารคาม และสกลนคร ผลการตรวจสอบลกัษณะทาง
สัณฐานวทิยาสามารถจ าแนกราได ้2 Family 4 Genusไดแ้ก่ Family Saproleginaceae ประกอบดว้ย 
Genus Achlya spp., Genus Aphanomyces spp., Genus Saprolegnia spp. และ Family Pythiaceae  
Genus Pythium spp. ผลการศึกษาคุณสมบติัทางชีววทิยาบางประการของเช้ือรา พบวา่ อุณหภูมิท่ี
เหมาะสมต่อการเจริญของเส้นใยรา Genus Achlya และGenus Aphanomyces อยูใ่นช่วง 25-35 องศา
เซลเซียส ส่วนราน ้า Genus Pythium และ Genus Saprolegnia อยูใ่นช่วง 20-35 องศาเซลเซียส ส่วน
อุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการสร้างสปอร์ของราน ้า Genus Achlya, Genus Aphanomyces และ Genus 
Saprolegnia อยูท่ี่ 25 องศาเซลเซียส ยกเวน้ราน ้า Genus Pythium ท่ีไม่สร้างสปอร์ ส่วนพีเอชท่ี
เหมาะสมต่อการเจริญของเส้นใยราน ้า Genus Achlya, Genus Aphanomyces, Genus Saprolegnia 
และ Genus Pythium อยูใ่นช่วง 6.0-8.0, 6.0-9.0, 7.9-9.0 และ 6.0-7.0 ตามล าดบั 

 
Phadee et al. (2007) ไดแ้ยกเช้ือราน ้าจากตวัอยา่งน ้า และปลาจากแม่น ้าชี ท่ีไหลผา่น

จงัหวดัชยัภูมิ ขอนแก่น และ มหาสารคาม ในช่วงเดือน เมษายน ถึง มิถุนายน สามารถแยกเช้ือราน ้า
ได ้48 สายพนัธ์ุจากตวัอยา่งน ้า และ 2 สายพนัธ์ุจากตวัอยา่งปลาป่วย ราน ้าท่ีแยกไดอ้ยูใ่น Class 
Oomycetes, Order Saprolegniales, Family Saprolegniaceace ประกอบดว้ย Genus Achlya, Genus 
Aphanomyces, Genus Leptolegnia และ Genus Saprolegnia  
 
5.  อนุกรมวธิานและลกัษณะทางชีววทิยาของปลาบึก 

 
ชวลิต และ สมศกัด์ิ (2536) ศึกษาอนุกรมวธิานของปลาบึกและปลาสวาย (วงศ ์

Pangasiidae) ประกอบดว้ยปลา 5 สกุล 23 ชนิด ไดจ้  าแนกปลาบึกอยูใ่นสกุล Pangasianodon โดยใช้
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ลกัษณะส าคญั คือ มีฟันลดรูปลงเม่ือปลามีขนาดใหญ่ข้ึน กา้นครีบทอ้งมีจ านวน 8-10 อนั มีถุงลม
ตอนเดียว และใชช่ื้อวทิยาศาสตร์ ของปลาบึกวา่ Pangasianodon gigas ตาม Chevey (1930) และ 
Nelson (1994) ดงัน้ี 

 
การศึกษาทางอนุกรมวธิานของปลาบึกจาก Chevey (1930) และ Nelson (1994) 
 

 Phylum  Chordata 
    Suphylum  Vertebrata 
       Superclass  Gnathostomata 
          Grade  Teleostomi 
             Class  Actinopterygii 
                 Subclass  Neopterygii 
       Division  Teleostei 
          Subdivision  Euteleostei 
             Superorder  Ostariophysi 
                Order  Siluriformes 
      Family  Pangasiidae 
         Genus  Pangasianodon 
            Species  gigas 
 

ปลาบึก เป็นปลาน ้าจืดชนิดท่ีไม่มีเกล็ดขนาดใหญ่ท่ีสุดในโลก มีช่ือสามญัวา่ Mekong giant 
catfish หรือ huge fish เม่ือโตเตม็วยัจะมีความยาวประมาณ 3 เมตร มีน ้าหนกัประมาณ 250 กิโลกรัม 
Chevey (1930) แยกปลาบึกออกจากกลุ่มปลาสวาย (Pangasius) โดยสังเกตขอ้แตกต่าง คือ ปลาบึก
ไม่มีฟันทั้งขากรรไกรและเพดานปาก และมีต าแน่งท่ีตั้งของตาท่ีอยูต่  ่ากวา่ระดบัมุมปาก ส่วนกลุ่ม
ของปลาสวาย (Pangasius) มีฟันทั้งขากรรไกรและเพดานปาก ส่วนนยัน์ตาอยูเ่หนือ หรืออยูร่ะดบั
เดียวกบัมุมปาก (Unakornsawat et al., 2001) 

 
ปลาบึกมีรูปร่างล าตวัเรียวยาว แบนขา้งเล็กนอ้ย ลูกปลาขนาดเล็กมีสีคล ้าเหลือบเหลืองขา้ง

ล าตวัมีแถบสีคล ้าตามยาว 1-2 แถบ ปลาขนาดใหญ่ดา้นหลงัของล าตวัจะมีสีเทาอมน ้าตาลแดง 
ดา้นขา้งเป็นสีเทาปนน ้าเงิน ดา้นทอ้งเป็นสีขาวเงิน (เสน่ห์, 2527) หวัปลาบึกมีขนาดใหญ่คิดเป็น 
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31.5 - 32.0% ของความยาวล าตวั (สมศกัด์ิ และคณะ, 2531) ความยาวล าตวัสุดโคนหาง ยาว
ประมาณ 3.6 เท่าของความลึกล าตวั และเป็น 3.3 เท่า ของความยาวหวั (ธีรพนัธ์, 2511) จงอยปาก
ใหญ่กลมมนอยูบ่นปลายสุดของหวั ความกวา้งล าตวัคิดเป็น 37.7 – 44.7% ของความยาวหวั
(สมศกัด์ิ และคณะ, 2531) หรือมีความกวา้งมากกวา่ 12% ของความยาวล าตวั (Vidthayanon, 1993) 
มีหนวดเส้นเล็กๆ ซ่อนอยูท่ี่ร่องหลงัมุมปาก 1 คู่ ท่ีมุมขากรรไกรบนเป็นเส้นแบนสีแดง มีความยาว
นอ้ยกวา่เส้นผา่สูนยก์ลางตา (ธีรพนัธ์, 2511; สมโภชน์, 2521; สมศกัด์ิ และคณะ, 2531) ส่วนหนวด
ขากรรไกรล่างมีสีขาวขนาดสั้นกวา่หนวดท่ีขากรรไกรบน (วนัเพญ็, 2527) บริเวณจงอยปากมีรูจมูก 
2 คู่ ตั้งอยูบ่ริเวณริมฝีปากดา้นขา้งของหวั จมูกคู่หนา้อยูชิ่ดกนัมากกวา่คู่หลงั นยัน์ตามีขนาดเล็กอยู่
เป็นอิสระไม่ติดกบัขอบตามีเส้นผา่ศูนยก์ลางคิดเป็น 1 ใน 20 เท่าของความยาวหวั (ธีรพนัธ์, 2511; 
สมโภชน์, 2521) 
 
 ชวลิต และสมศกัด ์(2536) ไดศึ้กษาเหงือกปลาบึก พบวา่ โครงเหงือกตอนล่างยาวกวา่ 3 เท่า 
ของโครงเหงือกตอนบน ถุงลมมีตอนเดียว กระคูกสันหลงัตอนตน้ติดกบักระคูกทา้ยทอย (ภาพท่ี 8) 
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ภาพที ่8  ลกัษณะส่วนประกอบท่ีส าคญัของปลาบึกวยัต่างๆ 

A.  ปลาบึกโตเตม็วยั,  B.  ลกัษณะแถบฟันบนขากรรไกรบน, C.  ลกัษณะของหวัดา้นบน
และดา้นล่าง, D.  ลกัษณะซ่ีเหงือก, E.  ลกัษณะถุงลม, F-I.  ลกัษณะการพฒันาของลูกปลา
วยัอ่อน 

 
ทีม่า: ชวลิต และสมศกัด ์(2536) 

 
Mongkonpanya et al. (1996) ไดศึ้กษาลกัษณะของปลาบึก ปลาสวาย และปลาบ๊ิกหวาย 

พบวา่ น ้าหนกัของปลาอาย ุ2-5 ปีท่ีเล้ียงในฟาร์ม ปลาบึกมีน ้าหนกัมากท่ีสุด คือ 8 กิโลกรัม ปลาบ๊ิก
หวายมีน ้าหนกั 3.5 กิโลกรัม และปลาสวายมีน ้าหนกั 2 กิโลกรัม ปลาบึกมีเปอร์เซ็นตเ์น้ือ 52-53% 
ปลาบ๊ิกหวายมีเปอร์เซ็นตเ์น้ือ 49% และปลาสวายมีเปอร์เซ็นตเ์น้ือ 47% ส่วนเปอร์เซ็นตโ์ปรตีนและ
ความช้ืนไม่มีความแตกต่างกนั แต่ปริมาณไขมนัในเน้ือมีความแตกต่างกนั ปลาบึกมีเปอร์เซ็นต์
ไขมนัในเน้ือ 3% ปลาบ๊ิกหวาย 0.6% และปลาสวายมี 0.3% เน่ืองจากปลาบึกมีปริมาณไขมนัมากท า
ใหส้ามารถสะสมพลงังานไดม้าก ปลาบึกในแม่น ้าโขงอาจจะหยดุกินอาหารขณะอพยพวางไข่ 
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5.1  ระบบปกคลุมร่างกาย (integumentary system) ผวิหนงัของปลาบึกดา้นหลงัของล าตวั
มีสีเขม้ปนน ้าตาลอ่อน ดา้นขา้งของล าตวัมีสีเทาปนน ้าเงินและจางลงเม่ือค่อนมาทางดา้นทอ้งซ่ึงมีสี
ขาวปนเหลือง ผวิหนงัของปลาบึกประกอบดว้ยเน้ือเยือ่ 2 ชั้นเช่ือมกนัสนิท ชั้นนอกเป็นชั้น 
epidermis มีสีเขม้ และชั้นในเป็นชั้น dermis มีสีขาว ชั้นถดัลงไป มีพงัผดื (fascia) เป็นเส้นใยสาน
กนัเป็นตาข่ายยดึระหวา่งผวิหนงักบั myomere ของกลา้มเน้ือ ดา้นหลงัของล าตวัมีจุด subepidermal 
pigment กระจายอยูไ่ม่หนาแน่นมากนกั มีต่อมเมือกขนาดใหญ่แทรกอยูร่อบๆ ดวงตา มีชั้นไขมนั
มาแทรกท่ีผวิหนงัของส่วนทอ้ง ดา้นขา้งล าตวัมี lateral line ยาวตั้งแต่กระดูกปิดเหงือกถึงโคนหาง 
มีแขนงแยกออกไปทั้งดา้นบนและล่าง (นวลอนงค,์ 2537) 
 

5.2  ระบบการยอ่ยอาหาร (digestive system) ระบบการยอ่ยอาหารของปลาบึก
ประกอบดว้ย ปาก ช่องปาก คอหอย หลอดอาหาร กระเพาะอาหาร ล าไส้ ทวารหนกั ตบั ตบัอ่อน 
ปลาบึก อาย ุ6 เดือน พบวา่ยงัมีฟันฝังอยูท่ี่กระดูกขากรรไกร แต่ในปลาอาย ุ3 ปี คร่ึง และปลาบึกวยั
เจริญพนัธ์ุ จะไม่มีฟันในปาก (ล าพอง, 2534) 
 

การสังเกตการเจริญของอวยัวะภายใน และลกัษณะทางเน้ือเยือ่ของลูกปลาวยัอ่อน 
ตั้งแต่อาย ุ1 วนั จนถึง 12 วนั พบวา่ ในลูกปลาอาย ุ1 วนั กลา้มเน้ือเร่ิมเห็นระบบทางเดินอาหารเป็น
ท่อตรง ในลูกปลาอาย ุ2 วนั ถุงอาหารมีขนาดเล็กลง เซลลต์บัเห็นชดัข้ึน แต่ยงัไม่พบฟัน ถุงไข่แดง 
(yolk sac) จะยบุหมด เม่ือลูกปลามีอายไุด ้4 วนัในส่วนระบบทางเดินอาหารและระบบขบัถ่ายจะ
พฒันามากข้ึน กระเพาะอาหารจะพฒันาสมบูรณ์เม่ือปลาอาย ุ8-9 วนั (สุปราณี และ คณะ, 2527) 

 
หลอดอาหารมีขนาดสั้น มีกลา้มเน้ือเรียงตวัตามยาวกระจายอยูเ่ป็นกลุ่มๆ ในชั้น 

submucosa ซ่ึงต่างจากอวยัวะส่วนอ่ืน ชั้น muscularis ของหลอดอาหารมีกลา้มเน้ือลายเรียงเป็นชั้น
เดียว กระเพาะอาหารของปลาบึกมีลกัษณะเป็นถุงคลา้ยตวัเอส (s) แบ่งเป็นสองส่วน ซ่ึงมีความ
แตกต่างทางจุลกายวภิาคท่ีเห็นไดช้ดัเจน คือ กระเพาะอาหารส่วน cardiac มีต่อม gastric glands ซ่ึง
เป็น simple branched tubular type และ mucosal folds มีขนาดใหญ่ แต่กระเพาะอาหารส่วน 
pylorus จะไม่มี gastric glands และ mucosal folds มีขนาดเล็ก เยือ่บุผวิของกระเพาะทั้งสองส่วน
เป็นชนิด simple columnar epithelium (เกรียงศกัด์ิ, 2543) 

 
ล าไส้แบ่งออกเป็น 3 ส่วน คือ ล าไส้ส่วนตน้ ส่วนกลาง และส่วนทา้ยซ่ึงแบ่งตาม

ลกัษณะทางกายวภิาค และจุลกายวภิาคของเน้ือเน่ือแตกต่างกนัท่ีจ านวนและขนาดของ mucosal 
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folds, goblet cells โดยมีจ านวนเพิ่มมากข้ึนในล าใส้ส่วนปลาย และตลอดความยาวของล าไส้ไม่พบ 
muscularis mucosae สวนลกัษณะอ่ืนๆ ท่ียนืยนัวา่ปลาบึกน่าจะเป็นปลากินพืชเป็นอาการ คือ ปลา
บึกวยัอ่อนจะมีฟัน แต่ฟันจะหายไปเม่ืออายปุระมาณ 1 ปีคร่ึง นอกจากน้ีปลาบึกยงัมีกระเพาะ
อาหารและล าไส้ท่ียาว และมี folding ยืน่เขา้ไปในช่องวา่งอาหารเหมือนปลากินพืชทัว่ไป (เสน่ห์ 
และภาณุ, 2540) 
 

5.3  ระบบสืบพนัธ์ุ (reproductive system) ระบบสืบพนัธ์ุของปลาบึกเพศเมียอาย ุ3 ปีคร่ึง 
ณ สถานีประมงน ้าจืดปทุมธานี จากการศึกษาพบวา่ รังไข่มีจ านวน 1 คู่ ลกัษณะเป็นท่อยาวบริเวณ
ช่องวา่งในล าตวัตอนทา้ยไต ส่วยปลายห่อหุม้ดว้ยเน้ือเยือ่ประสานชนิดเส้นใย ภายในรังไข่มี 
ovigerous lamellae ยืน่ออกมาจากผนงัรังไข่เขา้สู่สวนกลางท่อ ภายใน lamellae พบไข่ 2 ระยะ คือ  

 
5.3.1  ระยะ oogonia อยูเ่ป็นกลุ่มหรืออยูเ่ด่ียวฝังอยูภ่ายในผนงั lamellae ซ่ึงเป็นเซลล์

ขนาดเล็ก ไซโตพลาสซึมมีเน้ือเยื่อยอ้มติดสีน ้าเงินจาง เม่ือยอ้มดว้ยสี hematoxylin และ eosin 
(H&E) มีนิวเคลียสขนาดใหญ่อยูก่ลางเซลล ์

 
5.3.2  เซลลไ์ข่ระยะ primary growth phase มีขนาดใหญ่กวา่ ไข่ระยะ oogonia ไซโตพ

ลาสซึมยอ้มติดสีน ้าเงินเขม้เม่ือยอ้มดว้ยสี H&E ซ่ึงจะติดสีเขม้กวา่นิวเคลียส นิวเคลียสมีขนาดใหญ่
และมีนิวคลีโอลสัมากกวา่หน่ึง ปลาเพศเมียท่ีเล้ียงในบ่อดินอาย ุ3 ปีคร่ึง   พบวา่อวยัวะสืบพนัธ์ุยงั
ไม่เจริญเตม็ท่ี (เกรียงศกัด์ิ, 2543) 

 
รังไข่ของปลาบึกวยัเจริญพนัธ์ุมีขนาดใหญ่มาก มีไข่ระยะต่างๆ บรรจุอยู ่การเจริญของ

ไข่แบ่งได ้5 ระยะ ซ่ึงสองระยะแรก คือ oogonia และ primary growth phase ซ่ึงมีลกัษณะ
เช่นเดียวกบั ท่ีพบในปลาปลาบึกวยั 3 ปีคร่ึง แต่พบจ านวนนอ้ย ไข่ระยะท่ี 3 คือ ระยะ early-
vitellogenesis ขนาดของไข่และนิวเคลียสมีขนาดใหญ่ข้ึน ไซโตพลาสซึมเร่ิมใส และมีการเพิ่ม
จ านวนนิวคลีโอลสั ไข่ระยะท่ี 4 คือ ระยะ mid-vitellogenesis ไข่ในระยะน้ีมีโครงสร้างห่อหุม้หลาย
ชั้น จากชั้นนอกเขา้ไปถึงชั้นในตามล าดบัคือ theca externa, theca interna, follicular layer granulose 
และ zona radiate  

 
ไซโตพลาสซึมมี yolk granules จ  านวนมากอยูใ่กลนิ้วเคลียส เร่ิมมีการเคล่ือนตวัของ

นิวเคลียสไปอยูข่อบเซลลด์า้น animal pole ซ่ึง yolk granules จะเร่ิมเช่ือมติดกนัเกิดช่องวา่งท าใหไ้ข่
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เร่ิมใสข้ึน แสดงให้เห็นวา่ปลาบึกท่ีน ามาศึกษาเป็นปลาท่ีก าลงัเขา้สู่ฤดูผสมพนัธ์ุ ไข่ระยะท่ี 5 คือ 
maturation egg stage ไข่ระยะน้ีมีเส้นผา่นศูนยก์ลางประมาณ 1.5 มิลลิเมตร yolk granules เช่ือม
ติดกนั ไข่มีลกัษณะใส และนิวเคลียสอยูต่  าแหน่งชิดขอบเซลล ์(เกรียงศกัด์ิ, 2543) 

 
ระบบสืบพนัธ์ุเพศผูข้องปลาบึกเพศผูอ้าย ุ3 ปีคร่ึง ประกอบดว้ยอณัฑะ 1 คู่ ห่อหุม้ดว้ย

เน้ือเยือ่ประสานชนิดเส้นใยเรียกวา่ tunica albuginea อณัฑะมีลกัษณะเป้นท่อพเูล็กๆ ยดึติดกบัเยือ่บุ
ช่องทอ้งทอดไปตามความยาวล าตวัถึงบริเวณทวาร ภายในพบ germ cells เพียงระยะเดียว คือ 
spermatogonia (เกรียงศกัด์ิ, 2543) 

 
อณัฑะของปลาบึกวยัเจริญพนัธ์ุ มีขนาดใหญ่ข้ึนคลา้ยน้ิวมือ ในแต่ละพ ูประกอบดว้ย 

seminiferous tubules ซ่ึงเป็นแหล่งสร้างตวัอสุจิ บริเวณผนงัท่อมี interstitial cell (leydig cell) 
ภายใน lumen ของท่อ และมี spermatogenic cells ระยะต่างๆ อยูห่นาแน่น โดยเซลลร์ะยะเดียวกนั
จะอยูร่วมกนัเป็นกลุ่มๆ ไดแ้ก่ spermatogonia, primary spermatocytes, secondary spermatocytes, 
spermatids และ spermatozoa ในกลุ่มเซลลเ์หล่าน้ีมี sertoli cells ซ่ึงท าหนา้ท่ีสร้างอาหารใหแ้ก่ตวั
อสุจิแทรกอยูด่ว้ย แสดงใหเ้ห็นวา่ปลาบึกกเพศผูท่ี้น ามาศึกษาน้ี เป็นปลาท่ีพร้อมจะผสมพนัธ์ุ 
(กฤษณ์, 2536) 

 
กฤษณ์ (2536) ไดศึ้กษาค่าความสมบูรณ์ของรังไข่ และอณัฑะ [gonadosomatic index 

(GSI)] การเล้ียงปลาบึกในขนาดต่างๆ กนั ในรูปแบบต่างๆ กนั พบวา่ ปลาบึกเพศเมียและเพศผูท่ี้อยู่
ในวยัเจริญพนัธ์ุจากแม่น ้าโขงขนาด 190 และ 142 กิโลกรัม มีค่า GSI 8.7% และ 6.3% ตามล าดบั
ขณะท่ีปลาบึกท่ีเล้ียงในกระชงั ตวัเมียขนาด 6.67 กิโลกรัม ตวัผู ้5.25 กิโลกรัม มีค่า GSI 0.1% และ 
0.02% ตามล าดบั ซ่ึงมีค่านอ้ยมากเม่ือเทียบกบัปลาบึกวยัเจริญพนัธ์ุจากแม่น ้าโขง 

 
ความดกของไข่ปลาบึก ไข่ปลาบึกนั้นเป็นเม็ดกลมสีเหลืองอ่อน เส้นผา่นศูนยก์ลาง

ประมาณ 1.7 มิลลิเมตร เป็นไข่ประเภทไข่ติด (adhesive egg) เช่นเดียวกบัปลาสวาย แม่ปลาบึกท่ีจบั
ไดเ้ม่ือปี พ.ศ. 2524 มีขนาดความยาวล าตวั 2.38 เมตร น ้าหนกั 178 กิโลกรัม รังไข่มีน ้าหนกั 13.5 
กิโลกรัม จากการประมาณความดกของไข่ พบวา่ไข่ปลาบึก 1 กิโลกรัม มีไข่อยูป่ระมาณ 800,000 
ฟอง (เสน่ห์ และ ภาณุ, 2540) 
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5.4  การสืบพนัธ์ุของปลาบึก จากการศึกษาจากเอกสารพบวา่ปลาบึกเป็นปลาท่ีมีการอพยพ
ยา้ยถ่ินจ ากดัอยูภ่ายในน่านน ้ าจืด (Potamodromous fish) ซ่ึง เสน่ห์ (2526) ไดใ้หเ้หตุผลวา่เส้นทาง
การอพยพยา้ยถ่ินของปลาบึกน่าจะเร่ิมตั้งแต่แม่น ้าโขงตอนบน เม่ือปลาบึกผสมพนัธ์ุในช่วงฤดูฝน 
ซ่ึงอยูใ่นช่วงน ้าหลาก ลูกปลาวยัอ่อนก็จะล่องลอยมาตามกระแสน ้าลงสู่แม่น ้าโขงตอนล่างแลว้เขา้
ไปอาศยัเล้ียงตวัอยูใ่นทะเลสาบต่างๆ ท่ีติดต่อแม่น ้าโขง เช่น Tonle Sap ในสาธารณรัฐ
ประชาธิปไตยประชาชนกมัพชูา เม่ือเจริญเป็นตวัเตม็วยัก็จะอพยพเขา้สู่แม่น ้าโขง ซ่ึงเป็นขอ้
สันนิษฐานถึงแหล่งสืบพนัธ์ุปลาบึกในอดีต 
 

จากท่ีกรมประมงไดต้ั้งหน่วยเฉพาะกิจผสมเทียมปลาบึก ณ บา้นหาดไคร้ อ าเภอเชียง
ของ จงัหวดัเชียงราย พบวา่ ปลาบึกเพศผูท่ี้จบัไดใ้นฤดูจบัปลามีน ้าเช้ือสมบูรณ์ ส่วนปลาบึกเพศเมีย
ท่ีจบัไดร้ะหวา่ง 17 เมษายน ถึง 5 พฤษภาคม ของแต่ละปีนั้น ไข่ส่วนมากยงัไม่เจริญถึงระยะท่ี
สามารถกระตุน้ใหไ้ข่สุกเพื่อผสมกบัน ้าเช้ือได ้ส่วนแม่ปลาท่ีจบัไดใ้นช่วงหลงั5 พฤษภาคมของแต่
ละปีนั้น ไข่ส่วนมากจะพฒันาถึงระยะท่ีสามารถกระตุน้ดว้ยฮอร์โมนใหไ้ข่สุกได ้แม่ปลาบึกท่ีจบั
ไดท่ี้ อ าเภอเชียงแสน จงัหวดัเชียงราย เม่ือวนัท่ี 3 มิถุนายน พ.ศ. 2533 มีไข่สุกมากสามารถผสมกบั
น ้าเช้ือไดท้นัที โดยไม่จ  าเป็นตอ้งกระตุน้ดว้ยฮอร์โมน จึงท าใหเ้ช่ือวา่ปลาบึกมีนิสัยการสืบพนัธ์ุ
เช่นเดียวกบัปลาสวาย คือ จะมีแหล่งวางไข่เฉพาะ ณ จุดต่างๆ ตลอดล าน ้าโขง (เกรียงศกัด์ิ, 2543) 

 
จากความส าเร็จของการเพาะพนัธ์ุปลาบึกโดยการผสมเทียมช่วยยนืยนัวา่ปลาบึกมีฤดู

ผสมพนัธ์ุอยูใ่นตน้ฤดูฝน ประมาณเดือนพฤษภาคมถึงมิถุนายนของทุกปี (เกรียงศกัด์ิ, 2543) 
 
Baird (1996) ไดศึ้กษาการอพยพเพื่อไปวางไข่ของปลากลุ่ม Pangasiidae เช่น ปลาบึก 

ปลาเทพา ปลาเทโพ ปลาสวายในแม่น ้าโขง พบวา่มกัจะเกิดข้ึนในช่วงเดือนพฤษภาคมถึงมิถุนายน 
 

5.5  ถ่ินท่ีอยูอ่าศยัและการแพร่กระจายของปลาบึก พบเฉพาะในแม่น ้าโขงและล าน ้าสาขา 
(โสม, 2510) ปลาบึกอาศยัอยูใ่นอ่างปลาบึก ซ่ึงเป็นบริเวณท่ีมีน ้าลึก และไหลเช่ียว พื้นทอ้งน ้าเตม็
ไปดว้ยกอ้นหินขนาดใหญ่ และยิง่ถา้เป็นบริเวณท่ีมีถ ้าใตน้ ้าดว้ยแลว้ปลาบึกจะชอบอาศยัอยู ่และกิน
ตะไคร่น ้าท่ีเกาะตามโขดหินใตน้ ้าเป็นอาหาร (เกรียงศกัด์ิ, 2543) 

 
Smith (1945) กล่าววา่ปลาบึกอาศยัอยูท่ ัว่ไปในแม่น ้าโขง นบัตั้งแต่ประเทศ 

สาธารณรัฐประชาชนจีน เมียนมาร์ สาธารณรัฐประชาธิปไตยประชาชนลาว ไทย สาธารณรัฐ
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ประชาธิปไตยประชาชนกมัพชูา และสาธารณรัฐสังคมนิยมเวยีดนามตอนใต ้แต่ไม่เคยพบปลาบึก
ในบริเวณน ้ากร่อย หรือบริเวณปากแม่น ้าโขงท่ีไหลออกทะเลจีนใต ้

 
ในประเทศไทยปลาบึกอาศยัอยูใ่นแม่น ้าโขงท่ีกั้นพรมแดน ตั้งแต่ อ าเภอเชียงแสน 

จงัหวดัเชียงราย ลงไปจนถึง อ าเภอโขงเจียม จงัหวดัอุบลราชธานี เดิมแหล่งท่ีพบปลาบึกอาศยัอยูชุ่ก
ชุมมากท่ีสุดอยูท่ี่ จงัหวดัหนองคาย โดยเฉพาะ อ่างปลาบึก บา้นผาตั้ง อ าเภอศรีเชียงใหม่ ซ่ึงเป็น
แหล่งท่ีอยูอ่าศยัของปลาบึกมาชา้นาน เม่ือ 40 ปีก่อน ชาวประมงท่ีอ่างปลาบึกสามารถจบัปลาบึกได้
ปีละ 40 -50 ตวั (โสม, 2510) ส่วนปลาบึกท่ีชาวประมงจบัไดท่ี้จงัหวดัเชียงรายนั้นเช่ือวา่ เป็นปลา
บึกท่ีอพยพยา้ยถ่ินมาจาก อ่างปลาบึก ท่ีอ าเภอหลวงพระบาง สาธารณรัฐประชาธิปไตยประชาชน
ลาว (ธีรพนัธ์ุ, 2526) 
 



 22 

อปุกรณ์และวธีิการ 

 
อุปกรณ์  

 
1. Pipette man P100 
2. Yellow tips ขนาด 200 µl. 
3. Micro tube ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 1.5 มิลลิลิตร 
4. ถุงมือยาง 
5. ผา้ปิดจมูก (Mask)  
6. จานเพาะเช้ือ ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 90 mm.  
7. จานเพาะเช้ือ ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 120 mm 
8. สไลดแ์กว้ และ cover slip 
9. หลอดทดลองขนาด 16x150 มิลลิเมตร ฝาเกลียว 
10. หลอดทดลองขนาด 13x100 มิลลิเมตร ฝาเกลียว 
11. โหลแกว้ ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 150 x 2500 มิลลิเมตร 
12. กระชอนตกัปลา 
13. เคร่ืองชัง่ทศนิยม 2 ต าแหน่ง 
14. ตูบ้่มเช้ือ 20 องศาเซลเซียส 
15. ตูบ้่มเช้ือ 37 องศาเซลเซียส 
16. อาหารเล้ียงเช้ือ 

16.1  Glucose  Yeast extracts agar (GY agar) 
16.2  Glucose Yeast extract broth (GY broth) 

17. แอลกอฮอล ์95 % 
18. สารละลาย 1 N NaoH 
19. สารละลาย 1 N HCl 
20. สารละลาย 10% phosphate buffered formalin 
21. ชุดสียอ้ม Hematoxilin and Eosin (H&E stainning) 
22. ชุดสียอ้ม Grocotte – Gomori methanamine silver 
23. เคร่ืองวดัค่าความเป็นกรด – ด่าง (pH meter) 
24. สียอ้มเช้ือรา (Lactophenol cotton blue) 
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25. เคร่ืองเตรียมช้ินเน้ือเยือ่ Embedding 
26. เคร่ืองตดัช้ินเน่ือเยือ่ (Microtome) 
27. ตูดู้ดควนั (frume hood) 
28. ยาปฏิชีวนะ Ampicillin ชนิดผง 
29. ยาปฏิชีวนะ Streptomycin sulphate ชนิดผง 
30. กลอ้งจุลทรรศน์ (Light microscope) 
31. กลอ้งจุลทรรศน์แบบเลนส์หวักลบั (Inverted microscope) 
32. เช้ือมาตรฐาน Alchya bisexualis NJM 0611, Saprolegnia diclina NJM 0501 

 
วธีิการ 

 
1. การแยกเช้ือราและการจัดจ าแนกชนิดของเช้ือราน า้ 

 
1.1  การเก็บตวัอยา่งไข่ปลาบึก และตวัอยา่งน ้าจากบ่ออนุบาลเพาะฟักลูกปลาบึก 

เก็บตวัอยา่งไข่ปลาบึกหลงัจากการผสมเทียม ลูกปลาบึกท่ีตายหลงัจากการเพาะฟัก 
และตวัอยา่งน ้าจากบ่ออนุบาลเพาะฟักลูกปลาบึก จากแหล่งเพาะพนัธ์ุปลาบึก สถาบนัวจิยัการ
เพาะเล้ียงสัตวน์ ้าจืด อ าเภอบางประอิน จงัหวดัพระนครศรีอยธุยา 

 
1.2  การแยกเช้ือรา 

 
น าตวัอยา่งไข่ปลาบึก และลูกปลาบึกท่ีตายหลงัจากการเพาะฟัก มาท าการเพาะเล้ียงเช้ือ

ราบนอาหารเล้ียงเช้ือชนิดแข็ง Glucose-Yeast extract agar, (GY agar) ซ่ึงประกอบดว้ย glucose 1% 
, yeast extract 0.25% และ agar 1.5% ตามสูตรการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือของ Hatai & Egusa (1979) 
และใส่ยาปฏิชีวนะ ampicillin และ streptomycin ความเขม้ขน้ 500 µg/ml เพื่อยบัย ั้งการเจริญของ
เช้ือแบคทีเรีย บ่มไวท่ี้อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส (°C) เม่ือโคโลนีของราเจริญข้ึนจึงท าการแยกเช้ือ
เช้ือใหบ้ริสุทธ์ิตามวธีิของ Kitancharoen et al. (1995) โดยตดัอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีราเจริญขนาด 5 × 5 
ตารางมิลลิเมตร วางลงในจานเล้ียงเช้ือปลอดเช้ือ ท่ีบรรจุน ้าประปาท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้ เพื่อ
กระตุน้ใหเ้ช้ือราสร้าง zoospores น าไปบ่มไวท่ี้อุณหภูมิ 20 °C จากนั้นท าการนบัจ านวน zoospores 
ดว้ย Hematocytometer และดูด suspension ของ zoospores ในน ้าประปา ปริมาตร 100 µl ไปหยดลง
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บนผวิหนา้ของอาหารเล้ียงเช้ือชนิดแขง็ GY agar แลว้ใชแ้ท่งแกว้ spreader ปลอดเช้ือ  (L-shape 
spreader) เกล่ียใหก้ระจายทัว่ผวิหนา้อาหารเล้ียงเช้ือ จากนั้นน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 20 °C ท าการแยก
เช้ือราท่ีเจริญเป็นโคโลนีเด่ียว โดยเลือกตดัเอาสายรามาเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือชนิดแข็ง และท าการ
เพาะเช้ือราน ้าบนอาหารเล้ียงเช้ือชนิดแขง็ใหม่ทุกๆ  1 เดือน เพื่อเก็บไวใ้ชใ้นการศึกษาต่อไป 

 
1.3  การจดัจ าแนกชนิดของเช้ือรา 
 

ท าการศึกษาและจ าแนกชนิดของราน ้าโดยอาศยัลกัษณะสณัฐานวทิยาของ sporangium   
และรูปแบบการปล่อย zoospores ออกจาก sporangium 

 
1.3.1  การเตรียม zoospores ของเช้ือรา 
 

โดยตดัอาหารเล้ียงเช้ือชนิดแขง็ท่ีมีราเจริญอยู ่ขนาด 8x8 มิลลิเมตร ใส่ลงในจาน
เพาะเช้ือปลอดเช้ือขนาด 90 x 20 มิลลิเมตร ภายในบรรจุอาหารเล้ียงเช้ือชนิดเหลว glucose-yeast 
extract broth, GY broth ซ่ึงประกอบดว้ย glucose 1% และ yeast extract 0.25% และบ่มเช้ือไวท่ี้
อุณหภูมิ 20 °C เป็นเวลา 1-2 วนั เพื่อให้ราเจริญ จากนั้นตดัเส้นใยของรามาลา้งในน ้าประปาท่ีปลอด
เช้ือ 2-3 คร้ัง แลว้ยา้ยไปใส่ในจานเพาะเช้ือปลอดเช้ือท่ีบรรจุน ้าประปาท่ีปลอดเช้ือปริมาตร 30 
มิลลิลิตร เพื่อกระตุน้การสร้าง zoospores บ่มไวท่ี้อุณหภูมิ 20 °C เป็นเวลา 18-24 ชัว่โมง ซ่ึงรูปแบบ
การปล่อยของ zoospores สามารถใชจ้  าแนกเช้ือราในระดบัสกุล โดยใชเ้อกสาร Frederick and 
Sparrow (1960), Johnson (1956) และ Seymour (1970) เป็นเกณฑใ์นการศึกษา 

 
1.3.2  การเตรียม oogonia และ antheridia 
 

โดยตดัอาหารเล้ียงเช้ือชนิดแขง็ท่ีมีราเจริญอยู ่ขนาด 5 × 5 มิลลิเมตร ใส่ลงใน
จานเพาะเช้ือปลอดเช้ือท่ีบรรจุน ้าประปาท่ีปลอดเช้ือและน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 20 °C เป็นเวลา 24 
ชัว่โมง และน าไปส่องดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์แบบ inverted microscope (Olympus, Japan) เม่ือพบการ
สร้าง zoospores แลว้จึงน าเมล็ดฝ่ิน (hemp seed) ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้ใส่ลงในจานเล้ียงเช้ือท่ีปลอด
เช้ือ และบ่มท่ีอุณหภูมิ 20 °C เพื่อให ้zoospores มาเกาะบน hemp seed ซ่ึงสามารถสังเกตุไดด้ว้ยตา
เปล่า จากนั้นจึงยา้ย hemp seed ดงักล่าวใส่ลงในจานเพาะเช้ือท่ีบรรจุน ้าประปาท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้ 
โดยใส่ hemp seed 1 เมล็ด ต่อ 1 จานเล้ียงเช้ือและน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิต่างๆ กนัดงัน้ี 5, 10, 15, 20 
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และ 25 °C ตามล าดบั สังเกตการสร้าง oogonia และantheridia ทุกวนัภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์แบบ 
inverted microscope จนกระทัง่สังเกตเห็น oogonia และantheridia ซ่ึงลกัษณะของ oogonia และ
antheridia สามารถใชจ้  าแนกเช้ือราในระดบัชนิดได ้โดยใชเ้อกสารของ Frederick and Sparrow 
(1960), Johnson (1959) และ Seymour (1970) เป็นเกณฑใ์นการศึกษา 

 
2. การศึกษาลกัษณะทางชีววทิยาบางประการของเช้ือราน า้ 

 
2.1 การศึกษาผลของอุณหภูมิท่ีมีผลต่อการเจริญของเส้นใยของเช้ือราน ้า 

 
เพาะเล้ียงเช้ือราน ้าสายพนัธ์ุท่ีแยกไดบ้นอาหารเล้ียงเช้ือ GY agar และบ่มท่ีอุณหภูมิ 20 

°C จากนั้นปลายสายราน ้าแต่ละสายพนัธ์ุ ท่ีบริเวณปลายเส้นใยดว้ยอุปกรณ์เจาะวุน้ (cork borer) 
โดยเลือกใช ้cork borer เบอร์ 2 ท่ีมีเส้นผา่นศูนยก์ลาง 5.5 ตารางมิลลิเมตร จากนั้นน ากอ้นวุน้ท่ีมี
สายราน ้าติดอยูม่าวางตรงจุดศูนยก์ลางของจานเล้ียงเช้ือขนาด 90 × 20 มิลลิเมตร ท่ีบรรจุอาหาร
เล้ียงเช้ือชนิดแขง็ GY agar ปริมาตร 20 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 5, 10, 15, 20, 25, 30, 
35 และ 40 °C ตามล าดบั เช้ือราแต่ละสายพนัธ์ุท าการทดลอง 3 ซ ้ า สังเกตการเจริญของเส้นใยของ
เช้ือราทุกวนั โดยวดัเส้นผา่นศูนยก์ลางการเจริญของเส้นใยทุกวนัเป็นระยะเวลา 1 สัปดาห์ และหา
ค่าเฉล่ีย 

 
2.2 การศึกษาผลของความเป็นกรด-ด่าง ของอาหารเล้ียงเช้ือเหลวท่ีมีต่อการเจริญของเส้น

ใยของเช้ือราน ้า 
 
เพาะเล้ียงเช้ือราน ้าสายพนัธ์ุท่ีแยกไดบ้นอาหารเล้ียงเช้ือ GY agar และบ่มท่ีอุณหภูมิ  

20 °C จากนั้นปลายสายราน ้าแต่ละสายพนัธ์ุ ท่ีบริเวณปลายเส้นใยดว้ย cork borer เบอร์ 2 จากนั้น
น ากอ้นวุน้ท่ีมีสายราน ้าติดอยูม่าวางลงในจานเล้ียงเช้ือปลอดเช้ือท่ีบรรจุอาหารเล้ียงเช้ือชนิดเหลว 
GY broth ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ซ่ึงปรับค่าความเป็นกรด-ด่างท่ีระดบั 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 และ
12 ตามล าดบั โดยใช ้1N NaOH และ 1N HCl เป็นสารละลายท่ีใชใ้นการปรับค่าความเป็นกรด-ด่าง 
ของอาหารเล้ียงเช้ือเหลวตามวธีิของ Kwanprasert et al., (2007) จากนั้นน าจานเพาะเช้ือไปบ่มไวท่ี้
อุณหภูมิ 20 °C ท าการทดสอบผลของความเป็นกรด-ด่าง ของอาหารเล้ียงเช้ือเหลวท่ีมีต่อการเจริญ
ของเส้นใยของเช้ือ แต่ละสายพนัธ์ุอยา่งละ 3 ซ ้ า สังเกตการเจริญของของเส้นใยราทุกวนั เป็น
ระยะเวลา 1 สัปดาห์ 
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2.3 การศึกษาผลของความเค็มท่ีมีต่อการเจริญของเส้นใยของเช้ือราน ้า 
 

      เพาะเล้ียงเช้ือราน ้าสายพนัธ์ุท่ีแยกไดบ้นอาหารเล้ียงเช้ือ GY agar และบ่มท่ีอุณหภูมิ  20 
°C จากนั้นปลายสายราน ้าแต่ละสายพนัธ์ุ ท่ีบริเวณปลายเส้นใยดว้ย cork borer เบอร์ 2 จากนั้นน า
กอ้นวุน้ท่ีมีสายราน ้าติดอยูม่าวางตรงจุดศูนยก์ลางของจานเล้ียงเช้ือขนาด 90 × 20 มิลลิเมตร ท่ี
ภายในบรรจุอาหารเล้ียงเช้ือชนิดแขง็ GY agar ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ซ่ึงมีความเคม็ของโซเดียม
คลอไรด ์0, 5, 10, 15, 20, 25, 30 และ 35 ส่วนในพนัส่วน (part per thousand : ppt) จากนั้นบ่มไวท่ี้
อุณหภูมิ 20 °C ท าการทดสอบผลของความเคม็ของอาหารเล้ียงเช้ือเหลวท่ีมีต่อการเจริญของเส้นใย
ของเช้ือราน ้า แต่ละสายพนัธ์ุอยา่งละ 3 ซ ้ า สังเกตและท าการวดัการเจริญของของเส้นใยราทุกวนั 
เป็นระยะเวลา 1 สัปดาห์ 

 
3.  การศึกษาความสามารถในการก่อโรคของเช้ือราน า้ ในไข่ปลาบึก  
  

เพาะเล้ียงเช้ือราบนอาหารเล้ียงเช้ือชนิดแขง็ GY agar นาน 2 วนั จากนั้นตดัอาหารเล้ียง
เช้ือชนิดแขง็ท่ีมีราเจริญอยู ่ขนาด 1 × 19 ตารางเซนติเมตร จ านวน 2-3 ช้ินน าไปวางบนในจานเพาะ
เช้ือปลอดเช้ือขนาด 90 × 20 มิลลิเมตร ซ่ึงภายในบรรจุอาหารเล้ียงเช้ือเหลว GY broth ปริมาตร 20 
มิลลิลิตร บ่มเช้ือไวท่ี้อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1-2 วนั จากนั้นตดัเส้นใยสายราท่ีเจริญ
และน าไปลา้งดว้ยน ้าประปาท่ีปลอดเช้ือจ านวน 3 คร้ัง และยา้ยไปเล้ียงไวใ้นจานเพาะเช้ือท่ีภายใน
บรรจุน ้าประปาปลอดเช้ือปริมาตร 30 มิลลิลิตร น าไปบ่มไวท่ี้อุณหภูมิ 20 °C เป็นเวลา 18-24 
ชัว่โมงเพื่อเหน่ียวน าใหเ้ช้ือราสร้าง zoospores จากนั้นสังเกตลกัษณะการปล่อยของ zoospores 
ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์แบบ inverted microscope (Olympus, Japan) และนบัจ านวน zoospores ดว้ย 
Hematocytometer และปรับความเขม้ขน้ของ zoospores ใหเ้ท่ากบั 1 × 104 สปอร์/มิลลิลิตร จากนั้น
น าไข่ปลาบึกท่ีผา่นการผสมเทียมจ านวน 30 ใบแช่ลงในจานเพาะเช้ือท่ีภายในบรรจุน ้าประปาท่ีมี
ความเขม้ขน้ของ zoospores เท่ากบั 1 × 104 สปอร์/มิลลิลิตร เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ตามวธีิของ 
Chukanhom and Hatai (2004) ส่วนไข่ปลาบึกกลุ่มควบคุมไม่ตอ้งแช่ไข่ใน suspension ของ 
zoospores โดยทดลองกลุ่มละ 3 ซ ้ า และท าการเพาะฟักไขท่ี่อุณหภูมิห้อง บนัทึกอตัราการเพาะฟัก
รอดของไข่ปลาบึกท่ีผา่นการแช่ใน suspension ของ zoospores ในน ้าประปาเปรียบเทียบกบักลุ่ม
ควบคุม ท าการเก็บตวัอยา่งไข่ท่ีไม่ฟักเป็นลูกปลาไปตรวจยนืยนัการติดเช้ือราน ้า โดยท าการ
เพาะเล้ียงเช้ือ และจ าแนกชนิดของเช้ือทางห้องปฏิบติัการ และเก็บตวัอยา่งไข่ปลาบึกท่ีไม่ฟักเป็น
ตวัส่วนหน่ึงมาเก็บรักษาสภาพของตวัอยา่งในสารละลาย 10 % phosphate buffered formalin (PBS) 
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เพื่อน าตวัอยา่งไปท าการศึกษาจุลพยาธิวทิยาต่อไป ดว้ยการยอ้มสี Hematoxilin and Eosin (H&E 
stainning) และ ยอ้มสี Grocott – Gomori methanamine silver  

 
น าขอ้มูลท่ีไดม้าวเิคราะห์ความแปรปรวนทางเดียว (One - way Analysis of variance) 

ส่วนการเปรียบเทียบค่าเฉล่ียของชุดการทดลองใชว้ธีิ Duncan’s New Multiple Range Test 

 

 

 

ภาพที ่9  การทดสอบความสามารถของเช้ือราน ้าในการก่อโรคในไข่ปลาบึก  
โดยท าการฟักไข่ปลาบึกภายในโหลแกว้ มีป๊ัมลมเพื่อเติมอากาศ ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 
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ผลและวจิารณ์ 

 
1.  การแยกเช้ือราและการจัดจ าแนกชนิดของเช้ือราน า้ 
 

1.1 การเก็บตวัอยา่งไข่ปลาบึก และตวัอยา่งน ้าจากบ่ออนุบาลเพาะฟักลูกปลาบึก 
 
เก็บตวัอยา่งไข่ และน ้าท่ีใชเ้พาะพนัธ์ุปลาบึก ตั้งแต่ปี พ.ศ. 2551 - 2553 ในช่วงฤดู

วางไข่ ซ่ึงตรงกบัฤดูฝนของทุกปี ในปี พ.ศ. 2551 (เดือน กรกฏาคม ถึง กนัยายน) เก็บตวัอยา่งไข่
จ านวน  85 ตวัอยา่ง และตวัอยา่งน ้าจากบ่อเพาะฟักจ านวน 16 ตวัอยา่ง ในปี พ.ศ. 2552 (เดือน 
พฤษภาคม ถึง สิงหาคม) เก็บตวัอยา่งไข่ปลาบึกจ านวน  150 ตวัอยา่ง และตวัอยา่งน ้าจากบ่อเพาะ
ฟักจ านวน 30 ตวัอยา่ง และในปี พ.ศ. 2553 (เดือน พฤษภาคม ถึง สิงหาคม) เก็บตวัอยา่งไข่ปลาบึก
จ านวน  150 ตวัอยา่ง และตวัอยา่งน ้าจากบ่อเพาะฟัก 30 ตวัอยา่ง จากแหล่งเพาะพนัธ์ุปลาบึกภายใน
สถาบนัวจิยัการเพาะเล้ียงสัตวน์ ้าจืด จงัหวดัพระนครศรีอยธุยา (ตารางท่ี 1) 
 
ตารางที ่1  จ  านวนตวัอยา่งไข่ปลาบึกและน ้าท่ีใชเ้พาะพนัธ์ุปลาบึก ระหวา่งปี พ.ศ. 2551 – 2553 
 

ปี พ.ศ. 
ชนิดของตัวอย่าง 

ไข่ปลาบึก น า้จากบ่อเพาะฟัก 
2551 85 16 
2552 150 30 
2553 150 30 

 
1.2  การแยกเช้ือและจ าแนกชนิดของราน ้า 
 

สามารถแยกเช้ือราน ้าจากตวัอยา่งไข่ปลาบึกและตวัอยา่งน ้าจากบ่อเพาะฟักในช่วงฤดู
วางไข่ตั้งแต่ปีพ.ศ. 2551 ถึง 2553 จ าแนกไดเ้ป็นเช้ือ Achlya spp. จ  านวน 9 สายพนัธ์ุ และเช้ือ 
Saprolegnia spp. จ  านวน 7 สายพนัธ์ุ (ตารางท่ี 2) 
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ตารางที ่2  จ านวนและชนิดของราน ้าท่ีแยกได ้ในระหวา่งปี พ.ศ. 2551 – 2553  
 

ปี พ.ศ. ชนิดของราน า้ทีแ่ยกได้ 
2551 Achlya spp. (E.MCF1-02, T.MCF2-001) 
2552 Achlya spp. (E4/52-2, E4/52-3, E4/52-5, E4/52-8, E4/52-10, 

E4/52-11 และ E4/52-12) 
 Saprolegnia spp. (E3/52-P1, E3/52-P2, E3/52-P3 และ E3/52-P4) 

2553 Saprolegnia spp. (E1/53-12, T3/53-3 และ T3/53-5) 
 
หมายเหตุ: E = ราน ้าท่ีแยกไดจ้ากไข่ปลาบึก, T = ราน ้าท่ีแยกไดจ้ากตวัอยา่งน ้า, MCF = ปลาบึก

3/52 = เก็บตวัอยา่งคร้ังท่ี 3 ในปี 2552, 4/52 = เก็บตวัอยา่งคร้ังท่ี 4 ในปี 2552,                 
1/53 = เก็บตวัอยา่งคร้ังท่ี 1 ในปี 2553, 3/53 = เก็บตวัอยา่งคร้ังท่ี 3 ในปี 2553,             
P1 = จานเพาะเช้ือท่ี 1, P2 = จานเพาะเช้ือท่ี 2, P3 = จานเพาะเช้ือท่ี 3 และ                      
P4 = จานเพาะเช้ือท่ี 4 

 
เช้ือราน ้าในสกุล Achlya spp. ท่ีแยกไดมี้ลกัษณะทางสัณฐานวทิยา ดงัน้ี คือ สายราเป็นปุยมี

สีขาว (puffy and whitish colony) เจริญไดดี้บนอาหารเล้ียงเช้ือ GY agar สายราเจริญไดเ้ตม็จาน
เล้ียงเช้ือขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลาง 90 มม.ในเวลา 3-4 วนั และเกิดรอยแยกเป็นวงกลมบนอาหาร GY 
agar เม่ือน าสายราแช่ในน ้าประปาปลอดเช้ือเป็นเวลา 18-20 ชัว่โมง พบระยะ asexual stage มีการ
ปล่อย zoopores เป็นแบบ “Achlyoid type” คือ zoospores จะเกาะกลุ่มกนับริเวณปลายเปิดของ 
sporangium (ภาพท่ี 11 และ 12) ส่วนเช้ือราน ้าในสกุล Saprolegnia spp. ท่ีแยกไดมี้ลกัษณะทาง
สัณฐานวทิยา ดงัน้ี คือ มีสายราท่ีฟู มีสีขาว (cotton-like whitish colony) สายราไม่มีผนงักั้น 
(aseptate hyphae) เจริญไดดี้บนอาหาร GY agar สายราเจริญไดเ้ตม็จานเล้ียงเช้ือขนาด
เส้นผา่ศูนยก์ลาง 90 มิลลิเมตร (มม.) ในเวลา 2 วนั เม่ือตดัสายราแช่ในน ้าประปาปลอดเช้ือเป็นเวลา 
18-20 ชัว่โมง พบระยะ asexual stage มีการปล่อย zoospores แบบ “Saprolegnoid type” คือ 
zoospores จะวา่ยน ้าออกไปจากปลายเปิดของ sporangium (ภาพท่ี 13) 
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ภาพที ่10  พฒันาการของ Sporangium ท่ีบริเวณปลายสายรา, ก าลงัขยาย 400 เท่า 
 

 
 

ภาพที ่11  ลกัษณะการปล่อย Zoospores ออกจากบริเวณปลายเปิดของ Sporangium ของราน ้า  
                ในสกุล Achlya, ก าลงัขยาย 400 เท่า 
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ภาพที ่12  ลกัษณะของ sporangium ของราน ้าสกุล Achlya หลงัจากปล่อย primary zoospores        
(bar = 50 µm) 

 

 
 
ภาพที ่13  ลกัษณะของ sporangium ของราน ้าสกุล Saprolegnia หลงัจากปล่อย primary zoospores 

(bar = 50 µm) 
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ภาพที ่14  แสดงพฒันาการของ Oogonium ของราน ้าในสกุล Achlya ท่ีแยกไดจ้ากไข่ปลาบึก,  
                 ก าลงัขยาย 400 เท่า 
 

 
 

ภาพที ่15  แสดงพฒันาการของ Oogonium ของราน ้าในสกุล Saprolegnia ท่ีแยกไดจ้ากไข่ปลาบึก,  
                 ก าลงัขยาย 400 เท่า 
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ภาพที ่16  แสดงการงอกของ Germ tube ของราน ้าสกุล Achlya ท่ีแยกไดจ้ากไข่ปลาบึก,  
                 ก าลงัขยาย 400 เท่า 

 
2.  การศึกษาลกัษณะทางชีววิทยาบางประการของเช้ือราน ้า 

 
2.1 การศึกษาผลของอุณหภูมิท่ีมีผลต่อการเจริญของเส้นใยของเช้ือราน ้า 
 
      พบวา่อุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการเจริญของสายราน ้าสายพนัธ์ุ Achlya spp. T.MCF 1-

02, E.MCF 2-001, E4/52-2, E4/52-3, E4/52-5, E4/52-8, E4/52-10, E4/52-11 และ E4/52-12 คือ 30 

°C และอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการเจริญของสายราน ้าสายพนัธ์ุ Saprolegnia spp. E3/52-P1, E3/53-
P2, E3/53-P3, E3/52-P4, E1/53-12, T3/53-3 และ T3/53-5 คือ 30 °C 

 

 
 

ภาพที ่17  แสดงการเจริญของสายราบนจานเพาะเช้ือ GY agar ท่ีอุณหภูมิ 20 °C ระยะเวลา 1 วนั  
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2.2 การศึกษาผลของความเป็นกรด-ด่าง ของอาหารเล้ียงเช้ือเหลวท่ีมีต่อการเจริญของเส้น
ใยของเช้ือราน ้า 

 
       พบวา่ราน ้าสายพนัธ์ุ Achlya spp. T.MCF 1-02, E.MCF 2-001, E4/52-2, E4/52-3, 

E4/52-5, E4/52-8, E4/52-10, E4/52-11 และ E4/52-12 สามารถเจริญไดใ้นอาหารเล้ียงเช้ือชนิดเหลว
ท่ีมีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) ในช่วง 4-11 ค่าความเป็นกรด-ด่างท่ีเหมาะสมต่อการเจริญของสาย
รา คือ pH 5 ส่วนราน ้าสายพนัธ์ุ Saprolegnia spp. E3/52-P1, E3/52-P2, E3/52-P3, E3/52-P4, 
E1/53-12, T3/53-3 และ T3/53-5 สามารถเจริญไดใ้นอาหารเล้ียงเช้ือชนิดเหลวท่ีมีค่าความเป็นกรด-
ด่าง (pH) ในช่วง 4-11 เช่นเดียวกนั และค่าความเป็นกรด-ด่างท่ีเหมาะสมต่อการเจริญของสายรา คือ 
pH 6 และราน ้าอา้งอิงสายพนัธ์ุ A. bisexualis NJM 0611 และ S. diclina NJM 0501  สามารถเจริญ
ไดใ้นอาหารเล้ียงเช้ือชนิดเหลวท่ีมีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) ในช่วง 4-11 เช่นเดียวกนั และค่า
ความเป็นกรด-ด่างท่ีเหมาะสมต่อการเจริญของสายรา คือ pH 5 และ 6 ตามล าดบั 

 

 
 

ภาพที ่18  แสดงการทดสอบผลความเป็นกรด – ด่างของอาหารเล้ียงเช้ือเหลวท่ีมีผล 
                 ต่อการเจริญของสายราน ้า 

 
2.3 การศึกษาผลของความเค็มท่ีมีต่อการเจริญของเส้นใยของเช้ือราน ้า 
 
     พบวา่ราน ้ าสายพนัธ์ุ Achlya spp. T.MCF 1-02, E.MCF 2-001, E4/52-2, E4/52-3, 

E4/52-5, E4/52-8, E4/52-10, E4/52-11 และ E4/52-12 และราน ้ าอา้งอิงและ A. bisexualis NJM 
0611ทนต่อความเค็มของเกลือโซเดียมคลอไรด์ท่ี 10 ppt แต่ไม่พบการเจริญของสายราน ้ าท่ี 15 ppt 
ส่วนเช้ือราน ้ าสายพนัธ์ุ Saprolegnia spp. E3/52-P1, E3/52-P3, E3/52-P4, E1/53-12, T3/53-3 และ 
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T3/53-5 ทนต่อความเค็มของเกลือโซเดียมคลอไรด์ในอาหารเล้ียงเช้ือชนิดแข็ง ท่ีความเค็ม 25 ppt 
แต่ไม่พบการเจริญของสายราท่ีความเค็ม 30 ppt ยกเวน้ราน ้ าสายพนัธ์ุ Saprolegnia spp. E3/52-P2 
และราน ้ าอา้งอิง S. diclina NJM 0501 ท่ีทนต่อความเค็มของเกลือโซเดียมคลอไรด์ท่ีความเค็ม 30 
ppt แต่ไม่พบการเจริญของสายราท่ีความเคม็ 35 ppt 
 
ตารางที ่3  แสดงผลของอุณหภูมิ ความเคม็ของเกลือโซเดียมคลอไรด ์และค่าความเป็นกรด – ด่างท่ี

เหมาะสมต่อการเจริญของเช้ือราน ้าเปรียบเทียบกบั เช้ือราน ้ามาตรฐาน Achlya 
bisexualis NJM 0611 and Saprolegnia diclina NJM 9219. 

 
Isolated 

years 
Aquatic fungus 

Temperatures 
(°C) 

Salinity (ppt) pH 

2008 Achlya spp. T.MCF 1-02 30 10 5 
 Achlya spp. E.MCF 2-001 30 10 5 

2009 Achlya spp. E4/52-2 30 10 5 
 Achlya spp. E4/52-3 30 10 5 
 Achlya spp. E4/52-5 30 10 5 
 Achlya spp. E4/52-8 30 10 5 
 Achlya spp. E4/52-10 30 10 5 
 Achlya spp. E4/52-11 30 10 5 
 Achlya spp. E4/52-12 30 10 5 
 Saprolegnia spp. E3/52-P1 30 25 6 
 Saprolegnia spp. E3/52-P2 30 30 6 
 Saprolegnia spp. E3/52-P3 30 25 6 
 Saprolegnia spp. E3/52-P4 30 25 6 

2010 Saprolegnia spp. E1/53-12 30 25 6 
 Saprolegnia spp. T3/53-3 30 25 6 
 Saprolegnia spp. T3/53-5 30 25 6 

Reference  Achlya bisexualis NJM 0611 30 10 5 
 Saprolegnia diclina NJM 0501 30 30 6 
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3.  ผลการศึกษาความสามารถในการก่อโรคในไข่ปลาบึกของราน ้า 
  

           ผลการศึกษาพบวา่เช้ือราน ้าสกุล Achlya ท่ีแยกไดใ้นปี พ.ศ. 2551  คือ T.MCF 1-02 
และ E.MCF 2-001) ปี พ.ศ. 2552 คือ E4/52-10 และปี พ.ศ. 2553 คือ Saprolegnia spp. E1/53-12 มี
ความสามารถในการก่อโรคในไข่ปลาบึกในหอ้งทดลอง เช่นเดียวกบัเช้ืออา้งอิง คือ A. bisexualis 
NJM 0611 (ตารางท่ี 4) และผลการสุ่มตวัอยา่งไข่ปลาบึกท่ีไม่ฟักเป็นลูกปลาน ามาเพาะเช้ือรา พบ
เช้ือราน ้าตามชนิดท่ีใชใ้นการทดลอง (ภาพท่ี 19) และเม่ือน าตวัอยา่งไข่ปลาบึกท่ีไม่สามารถฟักรอด
เป็นลูกปลาไปเตรียมช้ินเน่ือและยอ้มสี Hematoxilin and Eosin และอ่านผลพยาธิสภาพของเน้ือเยือ่
ไข่ปลาบึกภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์พบวา่ มีสายราเจริญโดยรอบไข่ปลาบึก และพบสายราเจริญแทรก
ตวัผา่นเขา้ไปภายในไข่ปลาบึก และยอ่ยไข่ปลาบึกเกิดเป็นช่องวา่งภายในไข่ปลาบึกจ านวนมาก 
(ภาพท่ี 20-21) และ ยนืยนัผลการติดเช้ือราน ้าในตวัอยา่งไข่ปลาบึกดว้ยการยอ้มสีเน้ือเยื่อไข่ปลาบึก
ดว้ยสี Grocott – Gomori methanamine silver และอ่านผลพยาธิสภาพเน้ือเยื่อไข่ปลาบึกภายใตก้ลอ้ง
จุลทรรศน์พบวา่ มีสายราน ้าท่ียอ้มติดสีด า และสามารถแทรกเขา้ไปในเน้ือเยื่อไข่ปลาบึกได ้(ภาพท่ี 22)  

 

 
 
ภาพที ่19  แสดงผลการเพาะเช้ือราน ้าจากตวัอยา่งไข่ปลาบึกท่ีไม่สามารถฟักรอดเป็นลูกปลาบึกได ้
                หลงัการทดลองการก่อโรคของราน ้าในไข่ปลาบึก เปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุม 
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ตารางที ่4  อตัราการฟักรอดของไข่ปลาบึกหลงัจากติดเช้ือราน ้า 
 

ราน า้ 
Zoospores 

(Spores/ml) 

จ านวนไข่
ปลาบึก 
(ใบ) 

จ านวนลูกปลา
บึกทีฟั่กรอด 

(ตัว) 

อตัราการฟักรอด
เฉลีย่ (%) 

กลุ่มควบคุม 0 30, 30 3, 2 8.33±0.023a 
T.MCF 1-02 1 × 104 30, 30 0, 0 0b 
E.MCF 2-001 1 × 104 30, 30 0, 0 0b 
E 4/52-5 1 × 104 30, 30 3, 2 8.33±0.023a 
E 4/52-8 1 × 104 30, 30 2, 3 8.33±0.023a 
E 4/52-10 1 × 104 30, 30 0, 0 0b 
E 4/52-11 1 × 104 30, 30 4,1 8.33±0.071a 
E 4/52-12 1 × 104 30, 30 2, 1 5±0.024a,b 
Saprolegnia spp.E 1/53-12 1 × 104 30, 30 0, 0 0b 
A. bisexualis NJM 0611 1 × 104 30, 30 0, 0 0b 

 
หมายเหตุ อกัษร a b ท่ีอยูบ่นค่าตวัเลขในตาราง แสดงความแตกต่างทางสถิติ ท่ี P-value < 0.05. 
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ภาพที ่20  จุลพยาธิของไข่ปลาบึกท่ีติดเช้ือราน ้า พบสายราน ้าสามารถแทรกผา่นชั้นเยือ่หุม้ไข่เขา้ไป   
                  ท าลายไข่แดง ท่ีก าลงัขยาย 100 เท่า ยอ้มดว้ยสี Hematoxylin and Eosin (H&E)  

    (bar = 100 µm.) 
 

 
 
ภาพที ่21  จุลพยาธิของไข่ปลาบึกท่ีติดเช้ือราน ้า ยอ้มดว้ยสี Hematoxylin and Eosin (H&E) พบสาย  
                  ราน ้าสามารถแทรกผา่นชั้นเยือ่หุม้ไข่เขา้ไปท าลาย และยอ่ยสลายไข่แดงเกิดเป็นช่องวา่ง 
                 ภายในไข่, ก าลงัขยาย 400 เท่า (bar = 25 µm.) 
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ภาพที ่22   จุลพยาธิของไข่ปลาบึกท่ีติดเช้ือราน ้า ยอ้มดว้ยสี Grocott-Gomori methenamine-  
                   silver พบสายราน ้า (เส้นใยยอ้มติดสีด า) สามารถแทรกผา่นชั้นเยือ่หุม้ไข่เขา้ไปท าลาย   
                   และยอ่ยสลายไข่แดงเกิดเป็นช่องวา่งภายในไข่ ก าลงัขยาย 400 เท่า (bar = 50 µm.) 
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สรุปและข้อเสนอแนะ 
 

สรุป 
 
ผลการเพาะแยกเช้ือราน ้าจากตวัอยา่งไข่ปลาบึกและตวัอยา่งน ้าจากบ่อเพาะฟัก ท่ีเก็บจาก

สถาบนัวจิยัเพาะเล้ียงสัตวน์ ้าจืด จงัหวดัพระนครศรีอยธุยา ตั้งแต่ปี พ.ศ.2551 ถึง 2553 สามารถแยก
เช้ือราน ้าได ้2 สกุล คือ Achlya spp. จ  านวน 9 สายพนัธ์ุและ Saprolegnia spp. จ  านวน 7 สายพนัธ์ุ 
จากไข่ปลาบึกและน ้าจากบ่อเพาะฟัก  

 
ราน ้าสายพนัธ์ุ Achlya spp. และ Saprolegnia spp.ทุกสายพนัธ์ุ ท่ีแยกไดจ้ากไข่ปลาบึกและ

น ้า ตลอดระยะเวลา 3 ปี สามารถทนต่อความเคม็ของเกลือโซเดียมคลอไรดท่ี์ 10 ส่วนในพนัส่วน 
(part per thoundson: ppt) และ 25 ppt ตามล าดบัยกเวน้ Saprolegnia spp. E3/52-P2 ท่ีทนความเคม็
ของเกลือโซเดียมคลอไรดท่ี์ 30 ppt สอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Chukanhom and Hatai (2004) ท่ี
รายงานวา่ A. klebsiana NJM 0210 ทนต่อความเคม็ของเกลือโซเดียมคลอไรดท่ี์ 10 ppt แต่ไม่พบ
การเจริญของสายราท่ี 20 ppt  และ S. diclina NJM 0208 ทนต่อความเคม็ของเกลือโซเดียมคลอไรด์
ท่ี 30 ppt แต่ไม่พบการเจริญของสายราท่ี 40 ppt  

 
อุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการเจริญของสายราสายพนัธ์ุ Achlya spp. และ Saprolegnia spp.ท่ี

แยกไดจ้ากไข่ปลาบึก คือ 30 °C สอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Chukanhom and Hatai (2004) ท่ี
รายงานวา่อุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการเจริญของ S. diclina NJM 0208 และ A. klebsiana NJM 0210 
คือ 25-30 °C และ 30-35 °C ค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) ท่ีมีผลต่อการเจริญของสายราสายพนัธ์ุ 
Achlya spp.และSaprolegnia spp.ท่ีแยกไดจ้ากไข่ปลาบึก คือ  ช่วง pH 4-11 ซ่ึงค่าท่ีเหมาะสมต่อการ
เจริญของสายรา คือ pH 5 และ 6 ตามล าดบั ซ่ึงต่างจากการศึกษาของ Chukanhom and Hatai (2004) 
ท่ีรายงานวา่ A. klebsiana NJM 0210 และS. diclina NJM 0208 สามารถเจริญไดใ้นอาหารเล้ียงเช้ือ
ชนิดเหลวท่ีมีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) ในช่วง 4-10 ค่าความเป็นกรด-ด่างท่ีเหมาะสมต่อการเจริญ
ของสายรา คือ pH 6-7 
 

จากผลการศึกษาความสามารถในการก่อโรคในไข่ปลาบึกของราน ้าสกุล Achlya ท่ีแยกได้
ในปี พ.ศ. 2551  คือ T.MCF 1-02 และ E.MCF 2-001 ปี พ.ศ. 2552 คือ E4/52-10 และปี พ.ศ. 2553 
คือ Saprolegnia spp. E1/53-12 มีความสามารถในการก่อโรคในไข่ปลาบึกในห้องทดลอง 
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เช่นเดียวกบัเช้ืออา้งอิง คือ A. bisexualis NJM 0611 (ตารางท่ี 4) และผลการสุ่มตวัอยา่งไข่ปลาบึกท่ี
ไม่ฟักเป็นลูกปลาน ามาเพาะเช้ือรา พบเช้ือราน ้าตามชนิดท่ีใชใ้นการทดลอง และผลพยาธิเน้ือเยื่อ 
พบการแพร่กระจายของสายราบริเวณโดยรอบเยื่อหุม้ไข่ และมีสายราแทรกเขา้ไปในเน้ือเยื่อไข่ 
 

ข้อเสนอแนะ 
 

การศึกษาในคร้ังน้ี ไม่พบเช้ือราน ้าจากตวัอยา่งไข่ท่ีเก็บมาจากแม่พนัธ์ุปลาบึกท่ีรีดจาก      
แม่พนัธ์ุปลาบึกก่อนการผสมน ้าเช้ือของพอ่พนัธ์ุปลาบึกลงไปเพื่อการผสมเทียม แต่สามารถแยก 
เช้ือราน ้าไดจ้ากตวัอยา่งไข่ท่ีผสมเทียมแลว้ และตวัอยา่งน ้ าในระบบการเพาะฟักไข่ปลาบึก แสดงวา่
ส่ิงแวดลอ้มในระบบการเพาะฟักไข่ปลาบึกนั้น มีการปนเป้ือนเช้ือราน ้า ดงันั้นเพื่อใหร้ะบบการ
เพาะฟักไข่ปลาบึกมีประสิทธิภาพสูงข้ึน ใหผ้ลอตัราการฟักรอดสูงข้ึน จึงควรมีการศึกษา
ส่ิงแวดลอ้มในระบบการเพาะฟักท่ีสามารถลดการปนเป้ือนราน ้าได ้เช่น การเลือกศึกษาการเพาะ
ฟักแบบลดอุณหภูมิของน ้าในระบบเพาะฟักไข่ปลาบึก โดยเลือกช่วงอุณหภูมิท่ีสามารถยบัย ั้งการ
เจริญของเช้ือราน ้าไดม้าท าการศึกษาและเปรียบเทียบอตัราการฟักรอด กบัระบบการเพาะฟักเดิม 
หรือควรมีการศึกษาการใชส้ารเคมีในการยบัย ั้งการการเจริญของสายราน ้า และการสร้าง zoopores 
ของราน ้าได ้เช่น การเลือกใชค้วามเคม็ของเกลือโซเดียมคลอไรด์  ในระบบการเพาะฟักไข่ปลาบึก 
เพื่อเพิ่มอตัราการฟักรอดของลูกปลาบึก และเม่ืออตัราการฟักรอดของไข่ปลาบึกสูงข้ึน และมีการ
ปล่อยพนัธ์ุปลาบึกลงในแหล่งน ้าธรรมชาติ แหล่งน ้าสาธารณะอ่ืนๆ เช่น แม่น ้าโขง และล าน ้าสาขา 
ทะเลสาบ หรือเข่ือนขนาดใหญ่ ก็จะสามารถเพิ่มจ านวนประชากรของปลาบึกในแหล่งธรรมชาติได ้
และเป็นการอนุรักษส์ายพนัธ์ุของปลาบึกไม่ใหสู้ญพนัธ์ุไปจากธรรมชาติ ตลอดจนควรส่งเสริมให้
เกษตรกรผูส้นใจน าลูกปลาบึกไปเพาะเล้ียงในระบบฟาร์ม เพื่อทดแทนการจบัปลาบึกในแหล่งน ้า
ธรรมชาติไดด้ว้ย 
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ภาคผนวก ก  
อาหารเล้ียงเช้ือ 
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อาหารเลีย้งเช้ือ 
 
1. สูตรอาหารเลีย้งเช้ือ  
 

1.1 Glucose Yeast extract agar (GY agar) 
 

Glucose   10  กรัม 
Yeast extract   2.5  กรัม 
Agar    15 กรัม 
น ้ากลัน่    1  ลิตร 

 
ละลายส่วนผสมแต่ละส่วนเขา้ดว้ยกนั จากนั้นน าไปฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอท่ี

อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว 15 นาที เม่ือฆ่าเช้ือเสร็จแลว้ตั้งทิ้งไว้
ใหเ้ยน็ลงท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส แลว้เติมยาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน (Ampicillin) และสเตป็โตมยั
ซินซลัเฟลท (Streptomycin sulphate) ท่ีความเขม้ขน้ 500 µg/mL. 

 
1.2 Glucose Yeast extract broth (GY broth) 

 
Glucose   10  กรัม 
Yeast extract   2.5  กรัม 
น ้ากลัน่    1  ลิตร 

 
ละลายส่วนผสมแต่ละส่วนเขา้ดว้ยกนั จากนั้นน าไปฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอท่ี

อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว 15 นาที เม่ือฆ่าเช้ือเสร็จแลว้ตั้งทิ้งไว้
ใหเ้ยน็ลงท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส แลว้เติมยาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน (Ampicillin) และสเตป็โตมยั
ซินซลัเฟลท (Streptomycin sulphate) ท่ีความเขม้ขน้ 500 µg/mL. 
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ภาคผนวก ข 
การค านวณปริมาณ Zoospores  
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1.  การค านวณปริมาณ zoospores 
     นบัจ านวน zoopores บริเวณมุมตารางทั้ง 4 ช่อง ของ Hemacytometer (Improved  Neubauer  
chamber) ต าแหน่งเดียวกนักบับริเวณท่ีใชน้บัเมด็เลือดขาว 

ปริมาตรของ Hemacytometer = กวา้ง (mm.) × ยาว (mm.) × สูง (mm.) 
    = 1 × 1 × 0.1  
    = 0.1  
จ  านวนช่องท่ีนบั 4 ช่อง  = 4 × 0.1  
ปริมาตร 0.4 mm3 นบั zoopores ได ้ =  a  cell 

 ปริมาตร  1 mm3 จะนบั zoopores ได ้ =  a × 1 cell 
         0.4 

จ านวน zoopores /ml   = a × 1 × 103  
        0.4 
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ภาคผนวก ค 
ภาพการผสมเทียมปลาบึก การเก็บตวัอยา่งไข่ปลาบึกจากบ่อเพาะฟักลูกปลาบึก  
ณ สถาบนัวจิยัการเพาะเล้ียงสัตวน์ ้าจืด กรมประมง จงัหวดัพระนครศรีอยธุยา 
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ภาพผนวกที ่ค1  การรีดไข่จากแม่พนัธ์ุปลาบึก  
 

 
 
ภาพผนวกที ่ค2  การรีดน ้าเช้ือจากพอ่พนัธ์ุปลาบึก 
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ภาพผนวกที ่ค3  การใชข้นไก่กวนผสมระหวา่งไข่ปลาบึกกบัน ้าเช้ือ 
 

 
 
ภาพผนวกที ่ค4  การเพาะฟักไข่ปลาบึกในถงัเพาะฟักทรงกรวยแบบเป่าน ้าวน 
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ภาพผนวกที ่ค5  การเก็บตวัอยา่งไข่ปลาบึกจากบ่ออนุบาลเพาะฟักลูกปลาบึก 
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ภาคผนวก ง 
การเตรียมสียอ้ม Hematoxilin and eosin และ สียอ้ม Grocott - Gomori methenamine silver 

และการยอ้มสีช้ินเน้ือเยือ่ไข่ปลาบึก 
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1.  การเตรียม 10% Phosphate bufferd formalin (10% PBF) 
 
NaH2PO4.2H2O  4.4  กรัม 
Na2HPO4  6.5 กรัม 
Formalin  100 มิลลิลิตร 
น ้ากลัน่   900 มิลลิลตร 

 
     ละลาย  NaH2PO4.2H2O และ Na2HPO4 ในน ้ากลัน่ จากนั้นเติม Formalin ลงไปผสมให้
เขา้กนั เก็บไวใ้นขวดแกว้ 
 
2.  การเตรียมสียอ้ม Hematoxilin และ Eosin (H&E) 
 
     2.1 การเตรียม Harris Hematoxilin 

Hematoxilin   1 กรัม 
Ammonia alum  20 กรัม 
Ethyl aclcohol  10 กรัม 
Mercuric oxide  0.5   กรัม 
น ้ากลัน่   200 มิลลิลิตร 

  
          ละลายสี hematoxilin ใน ethyl aclcohol ส่วน ammonia alum ละลายในน ้ ากลัน่ให้

ความร้อนเพื่อใหล้ะลาย จากนั้น เทสารละลายสี hematoxilin ลงไปแลว้ให้ความร้อนโดยการตม้อีก 
30 วินาที จากนั้นเติม mercuric oxide แลว้ท าให้เยน็อยา่งรวดเร็ว แลว้จึงเติม acetic acid ลงไป 2 - 3 
หยด  
    2.2 การเตรียมสี Eosin 
  Eosin Y (C.l. 45380) 1 กรัม 
  70% ethyl aclcohol 100 มิลลิลิตร 
  Gracial acetic acid 5 มิลลิลตร 
 
         ผสมใหส้ารเคมีทั้ง 3 อยา่งเขา้ดว้ยกนั เก็บไวใ้นขวดสีชา 
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 3.  วธีิการยอ้มสี hematoxilin and eosin (H&E) 
   

3.1 น าตวัอยา่งช้ินเน้ือเยื่อท่ีติดอยูบ่นกระจกสไลด ์ไปละลายพาราฟินดว้ยการแช่ใน 
xylene และท าการดูดน ้ากลบัเขา้เซลล ์โดยการแช่ในแอลกอออลร์ะดบัต่างๆ ตั้งแต่ 100, 95, 70 
เปอร์เซตไ์ปจนถึงแช่ในน ้านานอยา่งนอ้ย 2 – 3 นาที 

 
3.2 ยอ้มสี Mayer’s hematoxilin นาน 5 – 10 นาที เวลาท่ีใชข้ึ้นอยูก่บัคุณภาพของสียอ้ม

วา่ใชง้านมานานเพียงใด 
 

3.3 ลา้งสีส่วนท่ีเกินออกดว้ยน ้าประปาแบบปล่อยใหไ้หลผา่นสไลด ์นาน 2 -3 นาที 
 

3.4 ซบัน ้าออก แลว้ยอ้มดว้ยสี Eosin นาน 5 – 10 นาที เวลาท่ีใชข้ึ้นอยูก่บัคุณภาพสียอ้ม
วา่ใชง้านมานานเพียงใด 

 
3.5 น าสไลดท่ี์ยอ้มสีแลว้มาผา่นกระบวนการดึงน ้าออกจากเซลล ์โดยการแช่สไลดใ์น

แอลกอฮอล ์100 เปอร์เซ็นต,์ แอลกอฮอลผ์สม Xylene และแช่ใน Xylene อีก 2 คร้ัง 
 

3.6 ท าการปิดสไลดด์ว้ย Cover glass โดยการหยด Permount เพื่อท าเป็นสไลดถ์าวร 
 

ผล: นิวเคลียสยอ้มติดสีน ้าเงิน, ไซโตพลาสซึมยอ้มติดสีชมพ ู- แดง 
 
 4.  การเตรียมสียอ้ม Grocotte – Gomori methenamine silver 
 
               4.1 เตรียมสารละลาย 4% aq Chromic Acid  

Chromium trioxide (analytical) 4  กรัม 
น ้ากลัน่    100   มิลลิลิตร 
 

       4.2 เตรียมสารละลายซิลเวอร์ (Silver solution) 
3% methanamine (hexamine)  23  มิลลิลิตร 
5% silver nitrate   1.25  มิลลิลิตร 
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5% borax (sodium tetraborate)  3  มิลลิลิตร 
น ้ากลัน่    25   มิลลิลิตร 
 

4.3 เตรียมสารละลาย 0.2% aq Sodium chloroaurate (yellow gold chloride) 
Gold Chloride (analytical)  1  กรัม 
น ้ากลัน่     500 มิลลิลิตร 
 

4.4 เตรียมสารละลาย 2% aq Sodium thiosulphate (hypo) 
Sodium thiosulphate  2 กรัม 
น ้ากลัน่     100  มิลลิลิตร 
 

4.5 เตรียมสารละลาย  Working light green 
1% light green (CI 42095) ใน 1% acetic acid 10 มิลลิลิตร 
น ้ากลัน่    40  มิลลิลิตร 
 

 5.  วธีิการยอ้มสี Grocotte – Gomori methenamine silver 
 

5.1 น าตวัอยา่งช้ินเน้ือเยื่อท่ีติดอยูบ่นกระจกสไลด ์ไปละลายพาราฟินดว้ยการแช่ใน 
xylene และท าการดูดน ้ากลบัเขา้เซลล ์โดยการแช่ในแอลกอฮอลร์ะดบัต่างๆ ตั้งแต่ 100, 95, 70 
เปอร์เซตไ์ปจนถึงแช่ในน ้านานอยา่งนอ้ย 2 – 3 นาที 

 
5.2 จุ่มสไลดใ์นสารละลาย 4% aq Chromic acid ปริมาตร 40 มล. เปิดฝา Coplin jar

เล็กนอ้ย แลว้น าเขา้ตูไ้มโครเวฟ ตั้งก าลงัไฟฟ้า 150 วตัต ์ใชเ้วลา 2 นาที 30 วนิาที 
 
5.3 จุ่มสไลดข้ึ์น - ลงใน Coplin jar แลว้ตั้งไสลดไ์ว ้2 นาที จากนั้นลา้งสไลดด์ว้ย

น ้าประปา 30 วนิาที 
 
5.4 จุ่มสไลดใ์นสารละลาย 1% Sodium metabisulphite 30 วนิาที จากนั้นลา้งดว้ย

น ้าประปา 30 วนิาที 
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5.5 อุ่นสารละลาย Silver solution ดว้ยตูไ้มโครเวฟ ใชก้  าลงัไฟฟ้า 450 วตัต ์นาน 60 
วนิาที 
 
     5.6 ลา้งสไลดด์ว้ยน ้ากลัน่ จากนั้นจุ่มสไลดล์งในสารละลาย Silver solution ท่ีร้อนอยู ่
จากนั้นอุ่นในตูไ้มโครเวฟ ใชก้ าลงัไฟฟ้า 150 วตัต ์นาน 30 วนิาที 
 
     5.7 จุ่มสไลดข้ึ์น – ลง จากนั้นตั้งสไลดไ์ว ้1 นาที ลา้งดว้ยน ้าประปาและตรวจเช็คการติด
สีภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ ถา้ติดสียอ้มไม่ดีใหก้ลบัไปจุ่มในสารละลาย Silver solution อีกคร้ังและ
ตรวจสอบการติดสี ทุกๆ 1 นาที ผลการติดสี สายราจะติดสีน ้าตาลเขม้ (dark brown) 
 
     5.8 จุ่มสไลดใ์น สารละลาย 2% Gold chloride นาน 1 นาที จากนั้นลา้งดว้ยน ้ากลัน่ 
 

5.9 จุ่มสไลดล์งในสารละลาย 2 % Sodium thiosulphate 1 นาที จากนั้นลา้งสไลดด์ว้ย
น ้าประปา 

 
5.10 ยอ้มสีทบัดว้ยสี Working light green นาน 15 วนิาที จากนั้นลา้งสีส่วนเกินออก

ดว้ย แอลกอฮอล ์ปล่อยสไลดใ์หแ้หง้ เช็ดท าความสะอาดและปิดทบัดว้ย Cover glass ดว้ยการหยด 
Permount เพื่อท าเป็นสไลดถ์าวร 

 
ผล: สายรายอ้มติดสีด า (black), mucin ยอ้มติดสี เทาเขม้ (Dark gray), background ยอ้ม

ติดสีเขียว (pale green) 
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ประวตัิการศึกษา และการท างาน 

 
ช่ือ –นามสกุล นายณรงค ์ อาบก่ิง 
วนั เดือน ปี ทีเ่กดิ วนัท่ี 25 กรกฏาคม 2523 
สถานทีเ่กดิ  จงัหวดันครราชสีมา 
ประวตัิการศึกษา วท.บ. (เทคนิคการสัตวแพทย)์ มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ 
ต าแหน่งหน้าทีก่ารงานปัจจุบัน นกัวทิยาศาสตร์ 
สถานทีท่ างานปัจจุบัน คณะเทคนิคการสัตวแพทย ์มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ 
ผลงานดีเด่นและรางวลัทางวิชาการ  - 
ทุนการศึกษาทีไ่ด้รับ ทุนการศึกษาจากกองทุนพฒันา

มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ ปี 2550 
 


