
บทที ่4 

ผลการทดลอง 

 

 

  การศึกษาผลของสารไครโอโพรเทคแทนทช์นิดต่างๆ ต่อคุณภาพนํ้ าเช้ือแช่แข็งปลาดุกเทศ 

โดยใชส้ารไครโอโพเทคแทนท ์จาํนวน 3 ชนิด ในสูตรสารท่ีใชเ้จือจางนํ้ าเช้ือปลาสําหรับแช่แข็ง 

คือ ไดเมธิลซัลฟอกไซด์ (DMSO) เมธานอล (Met) และกลีเซอรอล (Gly) โดยท่ีสารทั้ง 3 ชนิด     

ถูกใชท่ี้ระดบัความเขม้ขน้ 3 ระดบั คือ 10.0 12.5 และ 15.0 เปอร์เซ็นต ์โดยศึกษาร่วมกบัทรีทเมนต์

ท่ีเป็นตวัควบคุม (control treatment) คือนํ้าเช้ือสด ซ่ึงผลจากการศึกษาเปรียบเทียบโดยใชก้ารพฒันา

ของตวัอ่อนในระยะต่างๆ ไดผ้ลดงัน้ี 

 

1.  ระยะปฏิสนธิ (fertilized ovum stage)  

  การพฒันาของไข่ปลาในระยะปฏิสนธิ (fertilized ovum stage) พบอตัราของไข่ท่ีสามารถ

ปฏิสนธิกบัอสุจิในนํ้ าเช้ือแช่แข็ง ในอตัราสูงท่ีสุดคือกลุ่มท่ีใช้สารไดเมทิลซัลฟอกไซด์ท่ีระดบั     

15 เปอร์เซ็นต ์มีอตัราการปฏิสนธิสูงถึง 84.22  เปอร์เซ็นต ์รองลงมาคือกลุ่มท่ีใชส้ารไดเมทิลซลัฟอก

ไซด์ท่ีระดบั 12.5 และ 10 เปอร์เซ็นต ์(82.83 และ 78.71เปอร์เซ็นต์ ตามลาํดบั) ซ่ึงเม่ือเปรียบเทียบ

สารไดเมทิลซัลฟอกไซด์ทั้ ง 3 ระดับ ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ (P>0.05) อย่างไรก็ตามจาก         

ผลการศึกษาพบอตัราการปฏิสนธิโดยใชส้ารไดเมทิลซลัฟอกไซดท่ี์ระดบั 12.5 และ15 เปอร์เซ็นต ์

สูงกวา่การใชน้ํ้ าเช้ือสด (69.70 เปอร์เซ็นต)์ เมธานอลท่ีระดบั 12.5 และ 15 เปอร์เซ็นต ์(68.19 และ 

62.88 เปอร์เซ็นต์ ตามลาํดบั) มีความแตกต่างทางสถิติอย่างมีนยัสําคญัยิ่ง (P<0.01) นอกจากนั้น    

ยงัพบวา่อตัราการปฏิสนธิเพียง 52.79 เปอร์เซ็นต ์ในกลุ่มท่ีใชส้ารเมธานอลท่ีระดบั 10 เปอร์เซ็นต ์

กลุ่มท่ีใชส้ารกลีเซอรอลท่ีระดบั 15 เปอร์เซ็นต ์(53.23 เปอร์เซ็นต)์ และมีอตัราการปฏิสนธิในระดบั

ท่ีตํ่าท่ีสุดคือใชส้ารกลีเซอรอลท่ีระดบั 10 และ 12.5 เปอร์เซ็นต ์เท่ากบั 51.46 และ 48.25 เปอร์เซ็นต ์

จากผลการศึกษาในคร้ังน้ีสรุปไดว้า่สารท่ีมีความเหมาะสมท่ีสุดและมีประสิทธิภาพในการพฒันา

ของไข่ปลาในระยะปฏิสนธิ คือ ไดเมทิลซัลฟอกไซด์ทั้ง 3 ระดบั รองมาคือนํ้ าเช้ือสด เมธานอล 

และ กลีเซอรอล ตามลาํดบั (ดงัตาราง 4-1) 
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ตารางที ่5 ผลการทดลองแต่ละทรีตเมนทท่ี์ทาํการทดลองแบบ (3 x 3) + 1 

 

Obs Trt Rep % Fertilized 

Ovums 

% Early 

Blastulation 

% Late 

Blastulation 

% 

Gastrulation 

% Somite  % Hatching 

Fry 

1 FS 1 73.61 83.91 73.75 90.12 48.28 73.02 

2 DMSO10 1 81.01 69.23 75.86 80.43 75.00 72.60 

3 DMSO12.5 1 86.11 92.31 76.71 85.00 87.04 83.61 

4 DMSO15 1 84.78 100.00 87.14 72.73 75.34 86.26 

5 Meth10 1 61.43 63.79 42.00 44.90 48.10 37.66 

6 Meth12.5 1 77.05 66.04 58.12 58.93 45.53 37.93 

7 Meth15 1 68.00 66.67 53.41 35.71 55.00 36.21 

8 Gly10 1 51.22 54.17 76.77 56.18 42.67 34.67 

9 Gly125 1 41.30 35.42 63.10 42.55 18.18 33.33 

10 Gly15 1 41.54 49.37 67.82 49.58 60.00 51.43 

11 FS 2 68.42 81.37 61.00 91.18 50.00 71.43 

12 DSO10 2 72.88 87.50 73.61 77.19 74.65 77.66 

13 DSO125 2 78.57 94.87 91.25 82.35 86.92 76.99 

14 DSO15 2 84.29 90.91 89.86 80.82 88.31 85.44 

15 Meth10 2 44.00 68.42 28.17 68.63 38.64 38.82 

16 Meth125 2 65.22 61.54 48.61 35.29 49.57 40.00 

17 Meth15 2 60.00 76.09 44.59 36.84 51.19 48.21 

18 Gly10 2 46.91 69.49 59.65 49.22 38.71 36.67 

19 Gly125 2 48.53 50.00 55.07 30.12 65.88 54.12 

20 Gly15 2 60.00 57.50 70.65 54.55 74.47 48.94 

21 FS 3 67.09 83.33 70.79 78.23 48.80 69.62 

22 DSO10 3 82.26 86.21 81.18 83.05 75.82 63.41 

23 DSO125 3 83.82 84.21 88.73 88.41 89.19 79.76 

24 DSO15 3 83.61 89.19 86.75 89.61 88.61 78.65 

25 Meth10 3 52.94 61.64 55.17 27.91 40.00 39.45 

26 Meth12.5 3 62.30 54.29 50.00 53.33 50.41 38.60 

27 Meth15 3 60.66 74.36 51.28 34.48 55.07 28.69 

28 Gly10 3 56.25 61.29 64.76 39.05 43.71 36.00 

29 Gly12.5 3 54.93 50.82 48.48 25.86 88.51 77.01 

30 Gly15 3 58.43 80.36 77.87 57.00 57.50 43.04 
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2.  ระยะแรกของบลาสตูเลช่ัน (early blastulation stage)  

  การพฒันาตวัอ่อนปลาในระยะแรกของบลาสตูเลชัน่พบสูงท่ีสุดในกลุ่มท่ีใช้สารไดเมทิลซัล 

ฟอกไซด์ท่ีระดับ 15.0 เปอร์เซ็นต์ (93.36  เปอร์เซ็นต์) รองมาคือท่ีระดับ12.50 เปอร์เซ็นต ์               

(90.46  เปอร์เซ็นต์) ซ่ึงมีการพฒันาตวัอ่อนปลาสูงกว่าการใช้สารไดเมทิลซัลฟอกไซด์ท่ีระดบั 10.0 

เปอร์เซ็นต ์การใชน้ํ้ าเช้ือสด (82.87 เปอร์เซ็นต)์ อยา่งไม่มีนยัสําคญั(P<0.05) แต่เม่ือเทียบกบั เมธานอล

และกลีเซอรอลทั้ง 3 ระดบัท่ีศึกษา พบวา่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญัยิง่ (P<0.01) ดงัตารางท่ี 5 

 

3.  ระยะสุดท้ายของบลาสตูเลช่ัน (late blastulation stage stage) 

  การพฒันาในระยะสุดทา้ยของระยะบลาสตูเลชัน่ พบวา่อตัราการพฒันาของตวัอ่อนท่ีเกิด

จากการผสมจากนํ้าเช้ือแช่แขง็ร่วมกบัสารประกอบไดเมทิลซลัฟอกไซด์ 12.5 และ 15 เปอร์เซ็นต ์มี

ค่าเท่ากบั 85.56 และ 87.91 เปอร์เซ็นต์ ตามลาํดบั โดยจะพบตวัอ่อนระยะสุดทา้ยของบลาสโตซิส 

สูงกว่าการใช้นํ้ า เช้ือสด และนํ้ าเ ช้ือแช่แข็งร่วมกับเมธานอลและกลีเซอรอลในทุกระดับท่ี

ทาํการศึกษามีความแตกต่างอยา่งมีนยัสําคญัยิ่ง (P<0.01) ซ่ึงแสดงให้เห็นอยา่งชดัเจนวา่การใชส้าร

ไดเมทิลซลัฟอกไซดใ์นระดบั 15 และ 12.5 เปอร์เซ็นต ์เสริมในนํ้ าเช้ือแช่แข็งมีประสิทธิภาพดีท่ีสุด

ต่อการพฒันาการของตัวอ่อนระยะสุดท้ายของบลาสโตซิส ซ่ึงดีกว่าการใช้นํ้ าเช้ือสด (68.51 

เปอร์เซ็นต)์ มีความแตกต่างทางสถิติอยา่งมีนยัสําคญัยิ่ง (P<0.01) ถึงแมท่ี้ระดบั 10 เปอร์เซ็นตข์อง

สารไดเมทิลซัลฟอกไซด์ จะไม่มีความแตกต่างกับการใช้นํ้ าเช้ือสด (P>0.05) ก็ตาม แต่เม่ือ

เปรียบเทียบกนัในสารท่ีศึกษาทั้ง 3 ชนิด จะพบวา่สารไดเมทิลซลัฟอกไซดมี์ประสิทธิภาพท่ีส่งผลดี

ต่อการพฒันาการของตัวอ่อนระยะสุดท้ายของบลาสโตซิสสูงกว่าการใช้สารเมธานอลและ          

กลีเซอรอล อยา่งมีนยัสาํคญัยิง่ (P<0.01) ดงัแสดงในตารางท่ี 6 

 

4.  ระยะแกสตรูเลช่ัน (gastrulation stage) 

  การพฒันาตวัอ่อนท่ีระยะแกสตรูเลชัน่ (gastrulation stage) พบตวัอ่อนของปลาท่ีเกิดจาก

การผสมกบันํ้าเช้ือสดและการใชน้ํ้าเช้ือแช่แขง็ร่วมกบัสารไดเมธิลซลัฟอกไซด์ทั้ง 3 ระดบั สูงท่ีสุด 

และมีตวัอ่อนท่ีระยะแกสตรูเลชัน่มากกวา่การใชน้ํ้าเช้ือแช่แขง็ร่วมกบัสารเมธานอลและกลีเซอรอล 

มีความแตกต่างทางสถิติอยา่งมีนยัสาํคญัยิง่ และประเด็นหน่ึงท่ีน่าสนใจคือเม่ือใชส้ารเมธานอลและ

กลีเซอรอลเสริมในนํ้ าเช้ือแช่แข็งมีการพฒันาการของตัวอ่อนระยะแกสตรูเลชั่น ตํ่ากว่า 50 

เปอร์เซ็นต์เกือบทุกระดบัท่ีทาํการศึกษา ยกเวน้ในกลีเซอรอลท่ีระดบั 15 เปอร์เซ็นต์เท่านั้นท่ีพบ   

ตวัอ่อนระยะแกสตรูเลชัน่ 53.71 เปอร์เซ็นต ์ 
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5.  ระยะลาํตัวเกดิปล้อง (body segment appearance stage) หรือ โซไมต์ (somite stage) 

  การพฒันาการของตวัอ่อนระยะลาํตวัเกิดปลอ้ง ผลจากการศึกษาในคร้ังน้ีพบวา่ใชน้ํ้ าเช้ือ

แช่แข็งร่วมกบัสารไดเมทิลซัลฟอกไซด์ทั้ง 3 ระดบัคือ 10 12.5 และ 15 เปอร์เซ็นต์ ให้ผลในการ

พฒันาการของตวัอ่อนระยะลาํตวัเกิดปลอ้งสูงกว่าการเสริมดว้ยสารอ่ืนๆ คือมีค่าของตวัอ่อนระยะ

ลาํตวัเกิดปลอ้งเท่ากบั 75.15 87.71 และ 84.08 เปอร์เซ็นต์ ตามลาํดบั ซ่ึงสูงกว่าการใช้นํ้ าเช้ือสด 

(49.02 เปอร์เซ็นต)์ และการเสริมดว้ยสารเมธานอลและกลีเซอรอลทั้ง 3 ระดบั มีความแตกต่างทาง

สถิติอยา่งมีนยัสาํคญัยิง่ (P<0.01) ดงัตารางท่ี 6 

 

6.  ระยะฟักออกเป็นตัว (hatching stage) 

  พบตวัอ่อนระยะฟักออกในระดบัท่ีสูง เม่ือมีการใชน้ํ้ าเช้ือสดและนํ้ าเช้ือแช่แข็งร่วมกบัสาร

ไดเมทิลซลัฟอกไซด ์ 10 12.5 15 เปอร์เซ็นต ์ มีค่าของการฟักออกของตวัอ่อนเท่ากบั 71.38 71.22 

80.12 และ 83.45 เปอร์เซ็นต์ ตามลาํดบั ซ่ึงเม่ือเปรียบเทียบกนัพบว่าไม่มีความแตกต่างทางสถิติ 

(P>0.05) แต่เม่ือเปรียบเทียบกับการใช้สารเมธานอล และกลีเซอรอลในนํ้ าเช้ือแช่แข็งต่อการ       

ฟักออกของตวัอ่อนจากขอ้มูลจากตาราง 4-1 จะแสดงให้เห็นอยา่งชดัเจนวา่เปอร์เซ็นตก์ารฟักออก

ตํ่ากว่าการเสริมดว้ยสารไดเมทิลซัลฟอกไซดท์ั้ง 3 ระดบั และนํ้ าเช้ือสด มีความแตกต่างทางสถิติ 

อย่างมีนัยสําคญัยิ่ง (P<.01) โดยจะพบว่าการเสริมสารไดเมทิลซัลฟอกไซด์ท่ีระดบั 12.5 และ 15 

เปอร์เซ็นต ์เท่านั้นท่ีพบการพฒันาการตวัอ่อนในระยะฟักออกท่ีมีเปอร์เซ็นตม์ากกวา่ 80 เปอร์เซ็นต ์

แต่การเสริมสารเมธานอลทั้ง 3 ระดบั คือ 10 12.5 และ 15 เปอร์เซ็นต ์มีการฟักออกท่ีตํ่ามากเพียง 

38.64 38.84 และ 37.70 เปอร์เซ็นต ์เท่านั้น 
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