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Abstract
การศกึษานีมี้วตัถปุระสงคเ์พื่อผลิตปลากดัเพศผูล้ว้นโดยใชฮ้อรโ์มน 17อลัฟา-เมทิลเทสโทสเตอโรน (17α-MT) และเพ่ือระบชุ่วงอายท่ีุเหมาะสมตอ่การเหน่ียวน าการเปลี่ยนเพศ ลกูปลากดัวยัออ่น

ถกูตรวจสอบพฒันาการของอวยัวะสืบพนัธุด์ว้ยวิธีมิญชวิทยา ในช่วงอาย ุ2-26 วนัหลงัฟัก (DAH) พบวา่อวยัวะสืบพนัธุเ์พศเมียเริม่ปรากฏเม่ืออาย ุ14 DAH และเพศผูป้รากฏเม่ืออาย ุ17 DAH แสดง
วา่ก่อน 14 DAH เป็นระยะท่ีกระบวนการก าหนดเพศยงัไมส่มบรูณแ์ละเหมาะสมตอ่การใหฮ้อรโ์มน การใหฮ้อรโ์มนระดบั 200, 400 และ 600 µg/L ในช่วงอาย ุ7-14 และ 7-21 DAH พบวา่ 200 µg/L 
ใหผ้ลเป็นเพศผูไ้ดด้ีท่ีสดุ(68.4%) และมีสดัสว่นเพศผูส้งูกวา่ชดุควบคมุอยา่งมีนยัส าคญั (p < 0.05) และการเพิ่มระยะเวลาใหฮ้อรโ์มนจาก 7-14 DAH เป็น 7-21 DAH ไม่สง่ผลตอ่การเปลี่ยนแปลงเพศ 
ผลการศกึษายืนยนัวา่การให ้17α-MT ก่อนอาย ุ14 DAH ท่ีระดบั 200 µg/L เหมาะสมในการผลิตปลากดัเพศผูล้ว้น

Introduction
ปลากดัเป็นสตัวน์  า้ประจ าชาติของไทย ซึง่ดงึดดูความสนใจของผูเ้ลีย้งปลาจากต่างประเทศ ในการเลีย้งจะ
นิยมปลาเพศผูท่ี้เพราะมีสีสนัสวยงามและครบียาวกวา่เพศเมีย สง่ผลใหใ้นการผลิตเกษตรกรท่ีเพาะพนัธุป์ลา
กดัตอ้งคดัปลาครึง่หนึ่งท่ีเป็นเพศเมียออก แตก่ารแยกเพศในปลากดัอายนุอ้ยยงัท าไมไ่ด ้เกษตรกรตอ้งอนบุาล
ลกูปลาทัง้สองเพศ ไปจนกวา่จะความแตกต่างทางลกัษณะภายนอก จากนัน้จงึเลีย้งเฉพาะเพศผูต้่อจนกวา่จะ
โตไดข้นาดพรอ้มสง่ตลาด การศกึษาครัง้นีจ้ดัท าขึน้โดยใชป้ลากดัหางพระจนัทรค์รึง่ซีกเป็นตน้แบบเน่ืองจาก
เป็นสายพนัธุท่ี์มีครบียาวสวยงามอยา่งเหน็ไดช้ดั โดยมุง่ไปที่การใชฮ้อรโ์มนก าหนดเพศของอวยัวะสืบพนัธุ ์
(gonadal sex determination) มีงานวิจยัจ านวนมากใชฮ้อรโ์มน 17α-เมทิลเทสโทสเตอโรนในการ
เปลี่ยนแปลงเพศลกูปลา

Objective
1. ศกึษาพฒันาการสรา้งและเจรญิพนัธุข์องอวยัวะสืบพนัธุป์ลากดั เพ่ือคน้หาช่วงอายท่ีุเหมาะสมตอ่การ

น าไปใชส้  าหรบัการทดลอง 
2. ศกึษาการใชฮ้อรโ์มน 17α- MT ในช่วงอายท่ีุตา่งกนั ท่ีความเขม้ขน้ 0, 200, 400 และ 600 µg/L

1. การเพาะปลากัด 2. การท ามญิชวทิยา

3. การแบ่งชุดการทดลอง

เตรยีมลงัโฟมใสน่ า้ครึง่หนึ่ง และใสใ่บหกูวาง จากนัน้น าพ่อพนัธุใ์สล่งในลงัโฟม 
ทิง้ไว ้1 วนั เมื่อปลาตวัผูก่้อหวอดจงึน าตวัเมียใสล่งไป เพ่ือใหผ้สมพนัธุก์นั 
จากนัน้จงึแยกตวัเมียออกหลงัจากท่ีผสมพนัธุเ์สรจ็แลว้เพ่ือปอ้งกนัไมใ่หต้วัเมยี
กินไข่ หลงัจากนัน้แยกตวัผูอ้อกหลงัจากที่ลกูปลามีอาย ุ6 วนัหลงัฟักออกจากไข่ 
สุม่เก็บตวัอย่างลกูปลากดัวยัอ่อนท่ีอาย ุ2-35 วนัหลงัฟัก จ านวน 10 ตวั ใสใ่น 
Eppendorf tube ท่ีภายในมี 10% buffer formalin

น าตวัอย่างลกูปลาไปผ่านกระบวนการขจดัน า้ดว้ยเครื่องขจดัน า้
อตัโนมตัิ โดยใชส้ารละลายเอทานอลท่ีมีความเขม้ขน้เพ่ิมขึน้เป็น
ล าดบั และใสต่วัอย่างลงในบลอ็กพาราฟินเหลวเพ่ือขึน้บลอ็ก
พาราฟิน จากนัน้น าบลอ็กพาราฟินที่แข็งตวัแลว้ไปตดัชิน้เนือ้ใหม้ี
ความหนา 5 ไมโครเมตร โดยใชเ้ครื่องตดัMicrotome และน าชิน้เนือ้
ไปติดบนสไลดเ์พ่ือท าการยอ้มสีดว้ย Hematoxylin and Eosin

ใชแ้ผนการทดลองแบบสุม่สมบรูณ(์CRD) โดยน าลกูปลาอาย ุ6 DAH 
ท่ีไดจ้ากการเพาะมาแบง่ชดุการทดลองเพ่ือเตรยีมเริม่การทดลองเมื่อ
ลกูปลามีอาย ุ7 DAH ทัง้หมด 7 ชดุ ชดุละ 50 ตวั ชดุการทดลองละ 3 
ซ า้

4. การใช้ฮอรโ์มน

ตวงน า้ปรมิาณ 2 ลติรใสก่ะละมงัพลาสติกจ านวน 18 ใบ จากนัน้ใสฮ่อรโ์มนลง
ในน า้ความเขม้ขน้ตามท่ีแบง่ชดุการทดลองไว ้จากนัน้น าลกูปลาจากลงัโฟมมา
แช่ในกะละมงัท่ีมีน า้ผสมฮอรโ์มนเป็นระยะเวลา 8 ชั่วโมง จากนัน้น าลกูปลาออก
จากน า้ผสมฮอรโ์มนกลบัไปไวท่ี้ลงัอนบุาลและพกัเป็นเวลา 1 วนั ท าขัน้ตอนเดิม
อีกครัง้จนอายลุกูปลาครบตามท่ีก าหนดไวใ้นแต่ละชดุการทดลอง
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Method

จากการศกึษาพบวา่ช่วงอายกุ่อน 14 วนัหลงัฟักเป็นช่วงที่กระบวนการก าหนดเพศยงัไม่สมบรูณ ์จึงเหมาะสมต่อการน ามา
ศกึษาการใชฮ้อรโ์มนเพ่ือเหน่ียวน าการเปลี่ยนเพศ และระดบัฮอรโ์มนท่ีสง่ผลใหล้กูปลาเปลี่ยนเป็นเพศผูม้ากท่ีสดุคือ ฮอรโ์มนท่ี
ระดบัความเขม้ขน้ 200 µg/L (p < 0.05) โดยการเพิ่มระยะเวลาใหฮ้อรโ์มนจาก 7-14 DAH เป็น 7-21 DAH ไม่สง่ผลตอ่การ
เปลี่ยนแปลงเพศ เน่ืองจากเม่ือลกูปลามีอายตุัง้แต ่14 วนัหลกัฟักเป็นตน้ไปคือช่วงท่ีกระบวนการก าหนดเพศสมบรูณแ์ลว้ ลกู
ปลาจะไม่มีการเปลี่ยนแปลงเพศแลว้แมจ้ะยงัไดร้บัฮอรโ์มนอยู่ มีความเป็นไปไดท่ี้จะเกิดปรากฏการณ ์Paradoxical effects 
เน่ืองจากในความเขม้ขน้ท่ีมากขึน้แตอ่ตัราสว่นเพศผูก้ลบัลดลง แตเ่ม่ือเทียบอตัราสว่นเพศผูท่ี้ระดบัความเขม้ขน้ 400 และ 600 
µg/L กบัชดุควบคมุแลว้ไม่มีความแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญั หากอยากไดค้  าตอบท่ีแน่ชดัอาจตอ้งท าการลดระยะเวลาการ
แช่ฮอรโ์มนลง เพ่ือดผูลลพัธว์่าอตัราสว่นเพศผูย้งัคงลดลงเม่ือความเขม้ขน้ของฮอรโ์มนสงูขึน้อยู่หรือไม่

Conclusion

Reference

ในช่วงอาย ุ14–17 DAH เริม่พบ oogonia และบางสว่นพฒันาเป็น 
perinucleolus oocytes ขณะที่อาย ุ20–23 DAH พบ 
perinucleolus oocytes เป็นสว่นใหญ่และมีขนาดเพ่ิมขึน้ตามอาย ุ
สว่นเพศผูเ้ริม่พบ spermatogonia ระยะเริม่ตน้ ตัง้แตอ่าย ุ17 
DAH ซึง่มีแนวโนม้เพ่ิมขนาดตามอาย ุสอดคลอ้งกบัการศกึษา
ปลาบูกิ่ง้ก่า (Cho et al., 2014) ระยะนีจ้ดัเป็นช่วงอวยัวะสืบพนัธุ์
แยกเพศแลว้ (differentiated gonad phase) มีความแตกต่างทาง
สณัฐานวิทยาระหว่างเพศ (Ijiri et al., 2008) และเพศถกูก าหนด
แน่นอนไม่เปลี่ยนแปลงตลอดชีวิต (Baroiller & D'Cotta, 2016)

Fig. 1 Photomicrography of Betta splendens: Histological cross-section of a fry (A) at 2 DAH; 
(B) at 4 DAH; (C) at 6 DAH; (D) at 8 DAH, showing the appearance of presumed gonadal 
ridges (GR) in the dorsal coelomic cavity. Staining: hematoxylin and eosin (HE)

Fig. 2 Photomicrography of Betta splendens: Histological cross-section of a 
fry (A) at 10 DAH; (B) at 12 DAH showing the gonadal primordia (GP) 
indicated by red arrows. Staining: hematoxylin and eosin (HE)

Fig. 3 Photomicrography of Betta splendens: Histological cross-section of a fry (A) at 
14 DAH showing the oogonia (Og) indicated by red arrows. (B) at 17 DAH showing the 
oogonia (Og) and perinucleolus oocytes (Poc) indicated by red arrows. (C) at 20 DAH; 
(D) at 23 DAH showing the perinucleolus oocytes (Poc) indicated by red arrows. 
Staining: hematoxylin and eosin (HE)

Fig. 4 Photomicrography of Betta splendens: Histological cross-section of a fry (A) 
at 17 DAH; (B) at 20 DAH; (C) at 23 DAH; (D) at 26 DAH showing the 
spermatogonia (SG) indicated by red arrows. Staining: hematoxylin and eosin (HE)

ขอ้มลูสดัส่วนเพศผูถ้กูแปลงดว้ย Arc-sine(√p) และวิเคราะหด์ว้ย One-way ANOVA พบความแตกต่างระหว่าง 7 กลุม่อย่างมี
นยัส าคญั (F6,14 = 4.94, p < 0.01; Table 2) แสดงวา่มีอย่างนอ้ย 1 กลุม่แตกตา่งจากกลุม่อ่ืน การทดสอบ Tukey HSD (21 คู;่ 
Table 3) พบว่า T1 แตกต่างจาก Control อย่างมีนยัส าคญั (p < 0.05) สว่น T1 vs T5 (p ≈ 0.052) และ T1 vs T6 (p ≈ 
0.061) มีแนวโนม้ใกลน้ยัส าคญั คูอ่ื่นไม่แตกต่าง (p > 0.05)

การศกึษาของ Kirankumar and Pandian (2002) พบวา่ท่ีความเขม้ขน้ 900 µg/L นาน 3 ชั่วโมง ท าใหป้ลา 98% เป็นเพศผู ้แต่
สง่ผลขา้งเคียงโดยปลาท่ีไดร้บัฮอรโ์มนมีความยาวเพียง 50% ของปลาชดุควบคมุ ต่างจากผลการทดลองนีท่ี้ใช ้17α-MT ท่ีความ
เขม้ขน้ 200, 400 และ 600 µg/L นาน 8 ชั่วโมงตอ่ครัง้ที่อาย ุ7-14 และ 7-21 DAH พบวา่ความยาวของปลาชดุท่ีไดร้บัฮอรโ์มน
ไม่แตกตา่งจากปลาท่ีไดร้บัฮอรโ์มนมากนกั(Fig. 5) และท่ีความเขม้ขน้ 200 µg/L ใหผ้ลเป็นเพศผูอ้ยู่ท่ี 68.4% โดยอตัราสว่นเพศ
ผูข้องแตล่ะชดุการทดลองแสดงใน Table 1

Fig. 5 Photo of male Betta splendens each Treatment: (C) is control. (T1) is 
200 µg/L 7-14 DAH (T2) is 200 µg/L 7-21 DAH (T3) is 400 µg/L 7-14 DAH (T4) 
is 400 µg/L 7-21 DAH (T5) is 600 µg/L 7-14 DAH (T6) is 600 µg/L 7-21 DAH

ในการศกึษาลกูปลากดั พบวา่อาย ุ2–8 DAH ตรวจพบ primordial germ cells (PGCs) และ gonadal ridges และท่ีอาย ุ10–12 
DAH พบ gonadal primordia จดัอยู่ในระยะอวยัวะสืบพนัธุย์งัไม่แยกเพศ (undifferentiated gonad phase) ซึง่สอดคลอ้งกบั
การศกึษาลกูปลาช่อนอะราไพม่า (Zelada‐Mázmela et al., 2021) โดยเซลลส์ืบพนัธุร์ะยะตน้ยงัไม่สามารถระบไุดว้่าเป็นอณัฑะ
หรอืรงัไข่ และจะพฒันาแยกเพศเม่ือไดร้บัอิทธิพลจากฮอรโ์มนหรอืปัจจยัจากอวยัวะสืบพนัธุท่ี์ก าลงัพัฒนา (Devlin & 
Nagahama, 2002)

การวิเคราะหด์ว้ย Generalized Linear Model (Binomial, Logit; Table 4) ชีว้่า ความเขม้ขน้ฮอรโ์มนมีผลตอ่ความน่าจะเป็น
การเป็นเพศผู ้โดย 200 µg/L มีผลเชิงบวกอย่างมีนยัส าคญั (B = 0.693, Wald χ² = 5.725, p = 0.017; OR = 2.00, 95% CI: 
1.13–3.53) เพ่ิมโอกาสเป็นเพศผูป้ระมาณ 2 เท่าเม่ือเทียบกบักลุม่ควบคมุ ขณะที่ 400 และ 600 µg/L ไม่แตกตา่งอย่างมี
นยัส าคญั (p > 0.05) ระยะเวลาใหฮ้อรโ์มน (7–14 vs 7–21 DAH) ไม่มีผล (B = 0.020, p = 0.944) และไม่พบปฏิสมัพนัธ์
ระหวา่งความเขม้ขน้กบัระยะเวลา (p > 0.05)

Result and Discussion

Email : Asamaporn.lilmoo@gmail.com


	Slide 1: ผลของ 17 อัลฟา-เมทิลเทสโทสเตอโรนต่อการแปลงเพศของ ลูกปลากัดสายพันธุ์หางพระจันทร์ครึ่งซีก (Betta splendens) ด้วยวิธีการแช่ Effect of 17 Alpha-Methyltestosterone on Sex Reversal in  Halfmoon Betta Fish (Betta splendens) Larvae by Immersion Method  อ

