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 บทคัดย่อ 
 

วัตถุประสงค์ของงานวิจัยครั้งนี้เพื่อศึกษาผลของ letrozole และ ฮอร์โมน 17α-
methyltestosterone  ต่อการเปลี่ยนแปลงโกนาดและการเปลี่ยนเพศปลาการ์ตูนส้มขาว Amphiprion 
ocellaris โดยใช้  letrozole ความเข้มข้น 50 และ 100 และ มิลลิกรัม / กิโลกรัม (อาหาร) และ            
-methyl testosterone ความเข้มข้น 50 และ 100 มิลลิกรัม / กิโลกรัมอาหาร ผสมกับอาหารแล้ว
เลี้ยงปลาเป็นเวลานาน 60, 90 และ 210 วัน  พบว่า letrozole ความเข้มข้น 50 มิลลิกรัม / กิโลกรัม 
(อาหาร) เลี้ยงปลานาน 210 วัน  สามารถเปลี่ยนเพศปลาได้และไม่มีความผิดปรกตใินการพัฒนาของ    
โกนาด การให้ฮอร์โมน 17α-methyl testosterone ความเข้มข้น 100 มิลลิกรัม / กิโลกรัม (อาหาร) 
เป็นเวลานาน 210 วันพบว่า ฮอร์โมน 17α- methyl testosterone กระตุ้นการสร้างสเปริม์จ านวนมาก 
แตภ่ายใน gonad มี atretic cells จ านวนมาก ซ่ึงผลการศีกษาครั้งนี้แสดงว่าความเข้มข้นของ 17α-
methyl testosterone สูงมีผลต่อการเจริญและการพัฒนาของโกนาด แตก่ารวิจัยครั้งนี้พบปลาที่ได้รับ 
letrozole หรือ17α- methyl testosterone  มีน้ าหนักไม่แตกต่างจากลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส าคัญ การ
ให้ letrozole ความเข้มข้น 100 มิลลิกรัม / กิโลกรัม (อาหาร) นาน 210 วัน ไม่มีผลเปลี่ยนแปลงจุลกาย
วิภาคของสเปอร์มาโทไซต์ สเปอรม์าทิด และ สเปอร์มาโทซัว 
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    Abstract 
The aim of this study was to evaluate the effect of letrozole (a non-steroidal 

aromatase inhibitor) and 17α-methyltestosterone on gondal sex differentiation and sex 
reversal in Amphiprion ocellaris.  Different doses of letrozole 50 and 100 mg/kg feed 
were incorporated into diet and fed for periods of 60, 90 and 210 days was studied.  
Specifically, treatment with 100 mg/ kg feed, 210 days yielded sex-reversed fish without 
any abnormalities in gonadal development. Fish that received 17α-methyl testosterone 
100 mg/kg feed stimulated spermatogenesis and showed area with present of atretic 
cells. This result showed that high concentrations of 17α-methyl testosterone had 
effected on growth and gonadal development. The groups fed on the letrozole and 
methyl testosterone did not differ from the control group in terms of body weight.  
Administration of a single dose of letrozole of 100mg/kg feed, 210 days did not induce 
alternations in ultrastructure of germ cell development in treated fish including 
spermatocyte, spermatid and spermatozoa.   
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   ค าอธิบายค าย่อที่ใช้ในการวิจัย 

 

 OC  คือ  ovarian cavity 

 OG   คือ  oogonium 

 OC1   คือ  chromatin nucleolus oocyte 

 OC2   คือ  perinucleolus oocyte 

 MC  คือ  mitotic cell 

 PG  คือ  primordial germ cell 

 SC  คือ  spermatocyte 

 ST  คือ  spermatid 

 SZ  คือ  spermatozoa 

 AT  ตือ  atretic cell 

 Lu  คือ  lumen 

 HC  ตือ  heterochromatin 

 SY  คือ  synaptonemal complex 

 DC  คือ  distal tubule 

 MT  คือ  ไมโทคอนเดรีย 

 N  คือ  นิวเคลียส 

 F  คือ  flagellum 

 

 



 

 

 

 
บทที่ 1 
บทน า 

 
1.1 เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 
การจัดล าดับอนุกรมวิธานของปลาการ์ตูนส้มขาว 

 ปลาการ์ตูนถูกจัดในวงศ์ปลาสลิดหิน (สุภาพร, 2543) ปัจจุบันปลาการ์ตูนที่พบทั่วโลกและได้มี
การจัดจ าแนกแล้วมี 28 ชนิดเป็นสกุล Amphiprion 27 ชนิด และสกุล Premnas 1 ชนิด ปลาการ์ตูนมี
การจัดอันดับอนุกรมวิธานดังนี้ 

Kingdom: Animalia 

 Phylum: Chordata 

  Class: Osteicthyes 

   Order: Perciforms 

    Family: Pomacentridae 

     Genus: Amphiprion 

      Species: Amphiprion ocellaris 

ชีววิทยาของปลาการ์ตูนส้มขาว 

 ปลาการ์ตูนส้มขาวมีชื่อสามัญ false-clown anemonefiss เป็นปลาการ์ตูนที่มีขนาดเล็ก ตัวโต
เต็มวัยมีความยาวประมาณ 80 มิลลิเมตร มีรูปร่างเป็นรูปไข่ยาวเรียว แบนยาว ล าตัวมีเกล็ดหนามมี
ลักษณะสากมือ แต่บริเวณปากด้านบนไม่มีเกล็ด แผ่นปิดเหงือกและใต้ตามีหนามเรียงกันเป็นแถว ล าตัวมี
สีส้มเข้ม มีแถบสีขาว 3 แถบพาดบริเวณส่วนหัว ล าตัว และหาง ขอบของแถบสีขาวเป็นเส้นสีด า ขอบ
นอกของครีบเป็นสีขาวและขอบในเป็นสีด า (ราตรี สุขสุวรรณ์ และ เกียรติศักดิ์ เอ่ียนเล่ง, 2551) ปลา
การ์ตูนส้มขาวอาศัยอยู่ในเขตร้อน ในมหาสมุทรแปซิฟิกและมหาสมุทรอินเดีย ปลาการ์ตูนส้มขาวอาศัย
ตามแนวปะการัง (Allen, 1974) และอยู่ร่วมกันแบบ symbiosis กับดอกไม้ทะเล  3 ชนดิคือ 
Heteractis magnifica, Stichadactyla gigantea และ Stichodactyla mertensiimertensi 
(Mariscal, 1970) 
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วงชีวิตของปลาการ์ตูน 

 ปลาการ์ตูนส้มขาวมีวงชีวิตคล้ายวงชีวิตของปลาการ์ตูนชนิดอ่ืนๆ ในธรรมชาติปลาการ์ตูนอยู่
ร่วมกันเป็นฝูงประมาณ 6-8 ตัว เมื่อมีการจับคู่ปลาทั้ง 2 ตัวจะแยกจากฝูงและมีการสร้างอาณาเขต เมื่อ
ปลาเพศผู้และเพศเมียผสมพันธุ์กันแล้ว ปลาเพศเมียพร้อมวางไข่ ปลาเพศผู้จะหาสถานที่วางไข่ซึ่งเป็นโขด
หินใต้ดอกไม้ทะเลซึ่งเป็นแหล่งที่ปลาเคยอาศัยอยู่ก่อน ปลาการ์ตูนวางไข่ครั้งละ 500-1500 ฟอง ขึ้นกับ
สภาพความสมบูรณ์ของปลาเพศเมีย เมื่อวางไข่ทั้งพ่อและแม่ปลาจะช่วยกันดูแลไข่ ประมาณ 6-8 วันจะ
ฟักเป็นตัว ปลาการ์ตูนระยะตัวตัวอ่อนจะลอยขึ้นผิวน้ าและล่องลอยไปตามกระแสน้ าเพื่อหาแพลงก์ตอน
สัตว์กินเป็นอาหาร เมื่ออายุ 3 สัปดาห์ ปลาจะเข้าระยะ juvenile และจะลงมาอาศัยตามดอกไม้ทะเล 
(อุ่นจิตร, 2537) 

พัฒนาการของโกนาด (gonad development) ของปลากระดูกแข็ง 

 ปลากระดูกแข็งมีพัฒนาการของโกนาดแบ่งเป็นรูปแบบต่างๆดังนี้ 

 1 Gonochoristic species  ซึ่งแบ่งเป็น 2 ประเภทดังนี้ 

  1.1 Differentiated gonochoristic species (primary gonochorism) พัฒนาการ
ของ gonad ของปลาพวกนี้เริ่มจาก indifferent gonad พัฒนาเป็นรังไข่หรืออัณฑะโดยตรง เช่นปลา 

Oncorhynchus kistuch (Piferrer and Donaldson, 1989), Abramis brama (Talikina, 1995), 
Esox masquinongy (Lin et al., 1997), Syngnathus schlegeli (Lee et al., 1996), 
Dicentrarchus labrax (Bla´zquez et al., 1998a) และ Cyprinus carpio (Komen et al.,1992) 

  1.2 Undifferentiated gonochoristic species ปลากลุ่มนี้เริ่มจาก gonad พัฒนา
เป็นรังไข่ หลังจากนั้นพัฒนาเป็นอัณฑะ โดยจ านวนประชากรของปลาครึ่งหนึ่งมีอัณฑะและอีกครึ่งหนึ่งมี
รังไข่ (Guerrero-Estevez & Moreno-Mendoza, 2010) 

 2. Protandous hermaphrodite  คือ การเปลี่ยนเพศจากเพศผู้เป็นเพศเมีย ซึ่งพบในปลา
การ์ตูน ในระยะแรกเริ่มหลังจากท่ีฟักออกจากไข่ยังไม่สามารถก าหนดได้ว่าเป็นเพศใดจนกว่าจะเป็นตัว
เต็มวัยจึงปรากฎเป็นปลาเพศผู้ ซึ่งในปลารุ่นเดียวกันที่มีขนาดใหญ่ที่สุดจะต้องเปลี่ยนแปลงเป็นปลาเพศ
เมีย ซึ่งมีลักษณะก้าวร้าว ถ้าปลาการ์ตูนเพศเมียตายไป ปลาการ์ตูนเพศผู้ที่มีขนาดใหญ่ที่สุดหรือปลา
การ์ตูนเพศผู้ที่ชนะจากการต่อสู้เพื่อช่วงชิงการครอบครองฝูงจะเกิดการเปลี่ยนแปลงทดแทนเพศเมียที่
ขาดหายไปได้ภายใน 4 สัปดาห์ โดยจะมีการเพ่ิมขนาดขึ้นอย่างรวดเร็ว แต่สีสันจะสวยลดลง (Fricke and 
Fricke, 1977; Ross, 1978). ในธรรมชาติการเปลี่ยนเพศของปลาประเภทนี้ขึ้นอยู่กับจ านวนประชากรใน
ฝูงและจ านวนของดอกไม้ทะเล 
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 3. Protogenous hermaphrodite คือ ปลาเป็นเพศเมียแล้วเปลี่ยนเพศเป็นเพศผู้ โดยเมื่อปลา
มีอายุหรือขนาดเริ่มถึงวัยเจริญพันธุ์ ปลาจะเป็นเพศเมียก่อนจนกระทั่งเวลาผ่านไประยะหนึ่ง เมื่อปลามี
อายุมากข้ึนหรือขนาดใหญ่ขึ้นจะเปลี่ยนเป็นเพศผู้ โดยที่ระยะเวลาในการเปลี่ยนจากเพศเมียกลายเป็นน
เพศผู้ในสภาพธรรมชาตินั้นขึ้นอยู่กับปัจจัยหลายอย่าง เช่น ชนิดของอาหารที่ปลาได้รับ สภาพแวดล้อม
หรือสังคม ของกลุ่มประชากรปลาในขณะนั้น เป็นต้น ปลาที่เป็น protogynous hermaphrodite ได้แก่ 
Epinephelus fuscoguttatus เป็นปลาในครอบครัว Serranidae เมื่อปลาเพศเมียตาย ปลาเพศผู้จะ
พัฒนาเป็นปลาเพศเมียแทน และปลาที่เด่นที่สุดในฝูงจะพัฒนาไปเป็นเพศผู้ (Pandian and Sheela, 
1995)  

การเปลี่ยนเพศปลา 

 ปัจจุบันอุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงปลานิยมใช้การควบคุมเพศปลาให้มีเพศใดเพศหนึ่ง ซึ่งมีหลาย
เหตุผลเช่น ต้องการจ านวนปลาที่มีเพศตามความต้องการของตลาด ยับยั้งการสืบพันธ์ที่มากเกินไปในบ่อ
เพาะเลี้ยง (Singh 2013; Strüssmann et al. 2005) การควบคุมเพศปลาจึงนิยมใช้เทคนิคการเปลี่ยน
เพศปลา ซึ่งการเปลี่ยนเพศปลานอกจากเกิดขึ้นเองในธรรมชาติได้แล้ว แต่ปัจจุบันนี้การเปลี่ยนเพศ
สามารถท าได้ในปลาหลายชนิดซึ่งใช้เทคนิคท่ีแตกต่างกันเช่น ใช้ปัจจัยต่างๆในสิ่งแวดล้อมเช่นอุณหภูมิ 
pH ของน้ าและความหนาแน่น การให้สาร neuropeptides หรือฮอร์โมน เเป็นต้น (Banh et al., 2005) 

การใช้อุณหภูมิกระตุ้นการเปลี่ยนเพศปลา 

 การใช้อุณหภูมิเพ่ือเปลี่ยนเพศปลาส่วนมากท าได้ส าเร็จในปลาที่แยกเพศ แต่พบว่าไม่สามารถ
เปลี่ยนเพศปลาให้เป็นเพศใดเพศหนึ่งได้ 100%  เช่นปลา D. labrax ใช้อุณหภูมิ 20 C และ 15 C 
สามารถเปลี่ยนเป็นปลาเพศผู้ 73% และปลาเพศเมีย 77% ตามล าดับ (Socorro et al., 2007) การพาะ
เลี้ยงปลา Hoplosternum littorale, P. Iucida และ P. melanogaster เมื่อเพ่ิมอุณหภูมิจ านวนปลา
เพศผู้เพ่ิมและจ านวนปลาเพศเมียลดลง และการใช้อุณหภูมิที่สูงมากกว่าอุณหภูมิที่ใช้เลี้ยงปลา 
Patagonian ตามปกติ สามารถกระตุ้นให้ปลาให้เป็นเพศผู้ (Karube, et al., 2007) แต่อุณหภูมิที่ต่ า
15C สามารถกระตุ้นปลา D.labrax ให้เป็นเพศผู้ (Blazquez et al., 1998) หรืออุณหภูมิที่ต่ ากว่า 
27C สามารถกระตุ้นปลา  Ictalarus punctatus ให้เป็นเพศผู้ (Patino et al., 1996) 
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ภาพที่ 1 ความสัมพันธ์ระหว่างอุณหภูมฺและการเปลี่ยนเพศปลา 

ระบบประสาทส่วนกลาง (CNS) กระตุ้นการเปลี่ยนเพศปลา 

  ผลของระบบประสาทในการกระตุ้นการเปลี่ยนเพศปลในกลุ่มปลาที่มีเพศแยก 

  งานวิจัยศึกษาผลของระบบประสาทในการกระตุ้นการเปลี่ยนเพศปลในกลุ่มปลาที่มีเพศ
แยกมีน้อยมาก  โดยงานวิจัยส่วนมากศึกษา hypothalamo-pituitary system โดยเน้นศึกษาผล 
gonadotropin-releasing hormone (GnRH) และ gonadotropin hormones (GTHs) การใช้สารที่
สกัดจากต่อมใต้สมองสามารถกระตุ้นปลาแซนมอลตัวอ่อนอายุ 4 เดือนท าให้เกิด sex differentiation 
เร็วขึ้น เช่นมีจ านวน primordial germ cells (PGC) มากขึ้น ขนาดโกนาดใหญ่ขึ้นและฮอร์โมน 
gonadotropin hormones ในเลือดเพ่ิมข้ึน (Van Winkoop et al., 1994 ) นอกจากนี้ยังมีงานวิจัย
พบว่า growth hormone มีผลต่อกระบวนการ sex differentiation โดย growth hormone มีผล
ควบคุมการสร้าง steroid hormone ใน gonad ของปลาซัลมอน  

  ผลของระบบประสาทในการกระตุ้นการเปลี่ยนเพศปลาในกลุ่มปลาที่มี 2 เพศ  

  Neuroendocrine ควบคุมการแปลงเพศปลาโดยผ่านสมองส่วน hypothalamus 
(ภาพที่ 1)จากงานวิจัยของ Tang และคณะ (1974) ใช้ฮอร์โมน luteinizing hormone (LH) ที่สร้างจาก
ต่อมใต้สมองส่วนหน้าของสัตว์เลี้ยงลูกด้วยน้ านมกระตุ้นการเปลี่ยนเพศปลาไหลนา  (Monopterus 
albus) นอกจากนี้ยังพบว่าการฉีด human chorionic gonadotropin (hCG) สามารถกระตุ้นปลา 
Thalassoma bifasciatum เพศเมียเปลี่ยนเป็นปลาเพศผู้ (Koulish and Kramer 1989) และปลาชนิด
นี้เมื่อฉีดด้วย GnRH analogue (GnRH-A) ร่วมกับ domperidone (dopamine receptors 
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antagonist) สามารถเปลี่ยนเพศปลาได้ 92% โดยเพศผุ้เปลี่ยนเป็นเพศเมีย เมื่อให้สารดังกล่าวกับปลา
นาน 6 สัปดาห์ (Kramer et al., 199 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

      ภาพที่ 2 วิถี neuroendocrine- gonadal axis ในการควบคุมการแปลงเพศปลาในปลาที่มี 2 เพศ 

การใช้ฮอร์โมนกระตุ้นให้เกิดการเปลี่ยนเพศปลา 

 การใช้ฮอร์โมนกระตุ้นปลาให้เกิดการเปลี่ยนเพศ  ซึ่งประสบผลส าเร็จแล้วในปลามากกว่า 47 
ชนิดในปลาที่มีเพศแยก และปลาที่มี 2 เพศในตัวเดียว (hermaphrodites)  34 ชนิด (Pandian & 
Sheela, 1995; Yamazaki, 1983) ฮอร์โมนที่ใช้มากเป็นกลุ่ม steroid hormones นอกจากนี้ยังมีการใช้
สาร aromatase inhibitors เป็นต้น 
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1. การใช้ steroid hormones มีทั้ง steroid hormones ที่สกัดจากพืชในธรรมชาติ หรือ 
steroid hormones ที่สังเคราะห์ขึ้น ซึ่งฮอร์โมนกลุ่มนี้สามารถเปลี่ยนปลาเพศเมียเป็นเพศผู้ หรือสามารถ
เปลี่ยนปลาเพศผู้เป็นเพศเมีย Yamamoto (1969) กล่าวว่าการใช้ steroid hormones เพ่ือเปลี่ยนเพศปลาจะ
ใช้ได้ผลดีควรใช้ฮอร์โมนกับปลาก่อนที่ gonad ของปลาเกิด differentiation  

1.1 การใช้ steroid hormones เพ่ือเปลี่ยนปลาเพศเมียเป็นปลาเพศผู้  steroid  
hormones ที่ใช้มีหลายชนิด ได้แก่ 17β- estradiol, estrone, estriol และ diethylstilbestrol เป็นต้น 
แตง่านวิจัยส่วนมากใช้17β- estradiol โดย Hunter et at. (1986) รายงานว่า 17 β-estradiol มี
ประสิทธิภาพดีมากในการเปลี่ยนเพศปลา coho salmon (0. kisutch) และปลา Chinook salmon       
(0. tshawytscha) จากเพศผู้เป็นเพศเมีย  

1.2 การใช้ steroid hormones เพ่ือเปลี่ยนปลาเพศผู้เป็นเพศเมีย ฮอร์โมนที่ใช้ 
ได้แก่ 17α-methyltestosterone (MT), 11- ketotestosterone, androsterone, androstedione 
และ methyldehydrotestosterine (MDHT) MDHT เป็น non-aromatizable form ของ MT ซ่ึง 
MDHT ออกฤทธิ์ได้ดีกว่า MT 200 เท่า MDHT สามารถกระตุ้นปลา O. tshawytscha (Piferrer et al. 
1993),  Nile tilapia และ O. niloticus (Gale et al. 1999) เปลี่ยนปลาเพศเมียเป็นปลาเพศผู้ได้ถึง 
91% ปัจจุบันนี้ฟาร์มปลานิยมใช้ฮอร์โมน MT ซึ่งเป็นฮอร์โมนสังเคราะห์เพ่ือเปลี่ยนเพศปลาเพศเมียเป็น
เพศผู้และสามารถเปลี่ยนเพศปลามากกว่า 25 ชนิดในวงค์ต่างๆดังนี้ วงค์ Salmonidae วงค์  Cichidae 
วงค์ Anabantidae วงค์ Poecilidae และวงค์ Ictaluridae โดย MT มีผลเพ่ิมการสร้างสเปิร์ม 
(spermatogenesis) และท าให้ระบบสืบพันธุ์เพศผู้พัฒนาดี มีผลท าให้ DMRT1 gene ซึ่งเป็นยีนควบคุม
การเปลี่ยนเพศปลาจากเพศเมียเป็นเพศผู้และมีการแสดงออกมากข้ึน (Webster et al., 2017)  
 
 
 
 
 
 
 
 
                    ภาพที่ 3 โครงสร้างฮอร์โมน methyltestosterone 
 นอกจากใช้ steroid hormones ปัจจุบันนี้ยังมีการใช้สาร aromatase inhibitors ได้แก่ 
letrozole, 1,4,6-androstatriene-3-17- dione (ATD), 3b-hydroxysteroid dehydrogenase 
(3bHSD) ATD สามารถเปลี่ยนเพศปลา O.niloticus จากเพศเมียเป็นผู้ทั้งหมด  
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 Letrozole (LET) เป็นยา trizole  ชนิดหนึ่ง (Smith, 1999; Seralini and Moslemi, 2001) 
ยาชนิดนี้สามารถแย่งจับกับ heme ใน cytochrome P450 aromatase จึงมีผลยับยั้งการสร้างฮอร์โมน 
estrogen (Wang et al., 2017) ปัจจุบันวงการแพทย์จึงนิยมใช้ยาชนิดนี้รักษามะเร็งเต้านมและมะเร็ง
มดลูกในผู้หญิงวัยหมดประจ าเดือน (Haynes et al., 2003; Howell et al., 2005) นอกจากนี้พบว่า 
LET ยังสามารถยับยั้งระบบต่อมไร้ท่อมีผลเปลี่ยนแปลงระบบสืบพันธุ์และพัฒนาการของปลา 
(Sonnenschein and Soto, 1998; Harries et al., 2000; Ana et al., 2016) โดย LET ยับยั้งการ
เจริญเติบโตของโอโอไซต์และลดฮอร์โมน vitellogenin ในเลือดของปลา medaka เพศเมียตัวโตเต็มวัย 
(Sun et al., 2007).) Shen (2015) ให้ letrozole ผสมอาหารโดยใช้ความเข้มข้นดังนี้ 20, 50 และ100 
มิลลิกรัมต่ออาหาร 1 กิโลกรัม เลี้ยงลูกปลาอายุ  10 วันหลังจากฟักออกจากไข่ นาน 49 วันพบว่า 
letrozole สามารถเปลี่ยนเพศเมียเป็นเพศผู้ทุกความเข้มข้น (75.5%, 83.3% และ 75.0% ตามล าดับ)  
 

วิธีการใช้ฮอร์โมนเพ่ือแปลงเพศปลา 

 การใช้ฮอร์โมนเพ่ือเปลี่ยนเพศปลามีหลายวิธีเช่น การให้อาหาร (Solar and Donaldson 1985) 
การละลายในน้ า (Francis, 1992) การฉีดสารเข้ากล้ามเนื้อ (Shelton, 1986) เป็นต้น  

1. การให้ฮอร์โมนโดยผสมกับอาหาร การให้ steroid hormones ส่วนมากใช้วิธีนี้  Nakamura 
 (1975) สามารถใช้ MT ปริมาณ  50 มิลลิกรัม / กิโลกรัม  ผสมกับอาหาร โดยให้อาหารนาน 19 วัน 
สามารถเปลี่ยนปลา  Mozambique tilapia และปลา O. mossambicus  เป็นเพศผู้ 100% Simpson 
(1976) ให้ MT ปริมาณ 3  มิลลิกรัม / กิโลกรัม  ผสมกับอาหาร ให้อาหารนาน  90 วัน เปลี่ยนปลาซัล
มอนเพศเมียเป็นเพศผู้ ได้ 100%   
 2. ละลายฮอร์โมนกับน้ าที่ใช้เลี้ยงปลา  ซึ่งให้ผลดีกว่าการให้โดยการผสมกับอาหาร 
 ประมาณ 200-1000 เท่า โดยแช่ปลา Oncorhynchus kisutch ภายหลังฟักออกจากไข่ กับสารละลาย 
MT เป็นเวลา 2-8 ชั่วโมง นาน 1-3 สัปดาห์ สามารถเปลี่ยนปลาจากเพศเมียเป็นเพศผู้  
 
1.2 ความส าคัญและที่มาของปัญหาที่ท าการวิจัย 
 ปัจจุบันการเพาะพันธุ์ฟาร์มปลาการ์ตูนส้มขาวในฟาร์มเพาะเลี้ยงประสบผลส าเร็จโดยใช้พ่อแม่
พันธุ์ที่เกิดจากการเพาะเลี้ยง แต่การพัฒนาของปลาการ์ตูนตั้งแต่ตัวอ่อนถึงตัวเต็มวัยต้องใช้เวลานาน
มากกว่า 1 ปี จึงจะได้พ่อแม่พันธุ์ที่จะผสมพันธุ์ได้ เมื่อแรกเกิดปลาการ์ตูนมีอวัยวะสืบพันธุ์ที่ยังไม่มีการ
พัฒนาเป็นเพศผู้ หรือเพศเมีย (undifferentiated gonad) การเปลี่ยนเป็นเพศเมีย (ovarian 
differentiation) ใช้เวลานาน 3 เดือน แต่การเปลี่ยนเป็นเพศผู้ (testicular differentiation)  ใช้
เวลานานมากกว่า 7 เดือน (Miura, 2008) ซึ่งแสดงว่าการที่จะได้พ่อพันธุ์ปลาต้องใช้เวลานานกว่าแม่พันธุ์
ปลา จึงเป็นที่น่าสนใจที่จะน าเทคนิคการแปลงเพศมาใช้เพ่ือกระตุ้นปลาการ์ตูนให้เปลี่ยนเป็นเพศผู้เร็วขึ้น
ด้วยการกระตุ้น โดยใช้ฮอร์โมน 17α-methyltestosterone และสาร  letrozole ซ่ึงเป็นฮอร์โมนและ
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สารภายนอกร่างกายปลาและถูกใช้ในการแปลงเพศปลาเพศเมียเป็นเพศผู้ได้ส าเร็จในปลาหลายชนิด 
งานวิจัยครั้งนี้จะมีประโยชน์ต่อการพัฒนาการจัดการผสมพันธุ์ปลา นอกจากนี้ผลงานการวิจัยครั้งนี้จะ
ก่อให้เกิดองค์ความรู้และเป็นประโยชน์อย่างยิ่งต่อการพัฒนาประสิทธิภาพการปรับปรุงพ่อแม่พันธุ์ส าหรับ
การเพาะเลี้ยงในกลุ่มปลาการ์ตูน ซึ่งจะช่วยในเรื่องการค้าทั้งภายในและภายนอกประเทศที่มีความ
ต้องการปลาการ์ตูนเพ่ิมมากขึ้น รวมทั้งลดการจับปลาจากแหล่งธรรมชาติซึ่งเป็นการอนุรักษ์พ่อแม่พันธุ์
ปลาการ์ตูนในธรรมชาติ 
 
1.3 วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 
 1. ศึกษาผลของความเข้มข้นของ letrozole ระดับต่างๆที่มีผลต่อโครงสร้างของ gonad และ
กระบวนการสร้างเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้และการแปลงเพศ 

2. ศึกษาผลของความเข้มข้นของฮอร์โมน 17α-methyltestosterone (MT) ระดับต่างๆที่มีผล
ต่อโครงสร้างของ gonad และกระบวนการสร้างเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้และการแปลงเพศ 
 
1.4 ขอบเขตของโครงการวิจัย 
 - ศึกษาเปรียบเทียบจุลกายวิภาคเนื้อเยื่อของ gonad ปลาการ์ตูนส้มขาววัยอ่อนได้รับ 
letrozole และฮอร์โมน methyl testosterone ความเข้มข้นต่างๆ กับไม่ได้รับสาร  
 - ศึกษาจุลกายวิภาคเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ของปลาการ์ตูนที่ได้รับ letrozole 100 มิลลิกรัมต่อ
กิโลกรัม (อาหาร) นาน 210 วัน 
 
1.5 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
 15.1  ท าให้ได้พ่อพันธุ์ปลาการ์ตูนส้มขาวจ านวนมากขึ้น 
 15.2  ท าให้มีความเข้าใจกลไกการควบคุมกระบวนการสร้างเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ในปลาการ์ตูน 
 15.3  สามารถน าเทคนิคและความรู้ที่ได้ไปประยุกต์ใช้กับการแปลงเพศปลาในปลาการ์ตูนชนิดอื่น 
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บทที่ 2  
วิธีการทดลอง 

 
1. ตัวอย่างปลา 
  ปลาการ์ตูนส้มขาวที่ใช้ศึกษาในงานวิจัยครั้งนี้ ซื้อจากสถาบันวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัย
บูรพา น ามาเลี้ยงที่โรงเพาะเลี้ยงสัตว์น้ า ภาควิชาวาริชศาสตร์ คณะวิทยาศาสตร์  
 1.1 การเตรียมอาหารที่ผสมกับฮอร์โมน 
  โดยละลาย 17α-methyltestosterone หรือ letrozole ปริมาณที่แตกต่างกันใน 95% 
ethanol แล้วผสมกับอาหารเม็ด (ethanol 4 มิลลิลิตร ต่ออาหาร 10 กรัม)  แล้วท าการระเหย ethanol 
ที่ 40 C เป็นเวลานาน 4 ชั่วโมง เก็บอาหารที่เตรียมไว้ที่อุณหภูมิ 4 C 
 1.2 การวิเคราะห์โครงสร้าง gonads ของปลาการ์ตูนส้มขาวเมื่อได้รับฮอร์โมน letrozole ความ
เข้มข้นต่างๆและประเมินผล  
        1.2.1 แบ่งปลาเป็น 2 กลุ่มดังนี้   
  กลุ่มควบคุม เลี้ยงปลาจ านวน 20 ตัว และให้อาหารที่ไม่มีฮอร์โมนผสมวันละ 2 ครั้ง 
      กลุ่มทดลอง เลี้ยงปลาจนกระทั่งปลามีอายุ 30 วัน แบ่งปลาเป็น 3 กลุ่มการทดลอง  
แต่ละกลุ่มมีปลาจ านวน 20 ตัว และแต่ละกลุ่มให้อาหารที่มีฮอร์โมน 17α-methyltestosterone ผสมที ่
ความเข้มข้นต่างๆ ดังนี้  50  และ 100 มิลลิกรัม/กิโลกรัม (อาหาร)  เป็นเวลานาน 30 วัน โดยให้ 
อาหารวันละ 2 ครั้ง  
 เมื่อปลาอายุครบ 60, 90 วัน และ 210 วัน จับปลาจ านวน 5 ตัวในแต่ละช่วงอายุ 
ที่ก าหนดทั้งกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดลอง ท าการสลบปลาด้วยสาร MS222 แล้วน าปลามาชั่งน้ าหนักปลา
และวัดความยาว จากนั้นตัดเนื้อเยื่อ gonad เพ่ือไปศึกษาในขั้นตอนที่ 1.2.2 และ 1.2.3 
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                         1                2                3                 4     
 
 
 
        อาหาร + MT                อาหารปรกติ 
        30                  60                90                210        อายุปลา (วัน) 
* เก็บเนื้อเยื่อท า histology และ immunocytochemistry 
ภาพที่ 4 แผนภาพการทดลองเรื่องการให้ methyltesterone 
 
   1.2.2 การศึกษา Histology  
  น าเนื้อเยื่อ gonad แช่ในละลาย Bouin นาน 12 ชั่วโมง เปลี่ยนตัวอย่างเนื้อเยื่อใส่  
70% ethanol เปลี่ยนจนกระทั่งเนื้อเยื่อไม่มีสี แล้วน าไปผ่านกระบวนการดึงน้ าออกแล้วผ่านขั้นตอนการ 
ฝังเนื้อเยื่อในพาราฟิน ตัดเนื้อเยื่อด้วยเครื่องตัดชิ้นเนื้อเยื่อ (microtome) ให้ได้ section หนาชิ้นละ 
 5-6 ไมโครเมตร น า sections ติดบนสไลด์ แล้วผ่านขั้นตอนเอา paraffin ออก และดึงน้ าเข้า จากนั้น 
น าสไลด์ที่ได้ไปย้อมสี hematoxylin และ สี eosin  
   1.2.3 การศึกษาด้วยเทคนิค immunocytochemistry (streptavidin-biotin 
technique) เพ่ือศึกษา primordial germ cells โดยใช้ anti-stella และ sertoli cells โดยใช้ anti-sox 
ท าตามขั้นตอนที่ 12.2จนได้ข้ันตอนการดึงน้ าออก น าสไลด์ที่ได้บ่มใน citrate buffer นาน 15 นาทีที่ 37 
C ท าการ block endogenous peroxidase ด้วย 0.3% H2O2 นาน 20 นาที จากนั้น block non-
specific ด้วย 4% BSA นาน 1 ชั่วโมง แล้วบ่มใน rabbit anti-Stella หรือ rabbit anti-Sox9  
ล้างสไลด์ด้วย PBS 3 ครั้ง แต่ละครั้งนาน 5 นาที แล้วเตมิสารละลาย biotin conjugated goat anti-
rabbit IgG antibodies นาน 30 นาที และ streptavidin biotin complex ที่อุณหภูมิห้อง แล้วบ่มใน
สารละลาย 3,30-diaminobenzidine tetrahydrochloride นานจนสังเกตเห็นสี แล้วจึงน าสไลด์ไปย้อม
ด้วยสี hematoxylin  
 
 
 
 
 
 
 
 

งดให้ฮอร์โมน 
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 1.3 การวิเคราะห์โครงสร้าง gonads ของปลาการ์ตูนส้มขาวเมื่อได้รับ lactrozole ที่ความเข้มข้น
ต่างๆ และประเมินผล 
 
  1.3.1 แบ่งปลาเป็น 2 กลุ่ม ดังนี้  
   กลุ่มควบคุม เลี้ยงปลาจ านวน 20 ตัว ในน้ าทะเลที่ไม่มีสาร lactrozole  
   กลุ่มทดลอง เลี้ยงปลาจนกระทั่งปลามีอายุ 30 วัน แบ่งปลาเป็น 3 กลุ่มการทดลอง 
แต่ละกลุ่มใช้ปลาจ านวน 20 ตัว จากนั้นจะเลี้ยงปลาในน้ าทะเลที่มีสาร lactrozole ผสม ความเข้มข้นดังนี้  
50 และ 100 และ mg/kg (น้ าหนักตัวปลา) เป็นเวลานาน 30 วัน ให้อาหารปลาวันละ 2 ครั้ง  
 เมื่อปลาอายุครบ 30, 60, 90 วัน และ 210 วัน จับปลาจ านวน 5 ตัวในแต่ละช่วงอายุตามที่ก าหนด 
ทั้งกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดลอง ท าการสลบปลา ชั่งน้ าหนักปลาและวัดความยาว จากนั้นตัดเนื้อเยื่อ gonad 
 เพ่ือไปศึกษาตามข้ันตอนที่ 1.2.2 และ 1.2.3 
 
 
 
 
                         1                2                3      4                
 
 
 
         น้ าทะเล + Latrozole                 น้ าทะเล 
                        30                  60                90                  210      อายุปลา (วัน) 
* เก็บเนื้อเยื่อท า histology และ immunocytochemistry 

ภาพที่ 5 แผนภาพการทดลองเรื่อง การให้ latrozole  
1.4 การศึกษาจุลกายวิภาคของเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ของปลาการ์ตูนส้มขาวที่ได้รับฮอร์โมน 

letrozole 100 mg/kg นาน 210 วัน 
  ตัดเนื้อเยื่อ gonad ให้มีขนาด 0.3-0.4 ลูกบาศก์เซนตริเมตร แล้วแช่เนื้อเยื่อใน
สารละลาย 2% glutaraldehyde และ 4 % formaldehyde ในสารละลาน 0.2 M phosphate buffer 
(pH7.8) ที่ 4 องศาเซลเซียสนาน 12 ชั่วโมงแล้วล้างด้วย 0.1M PBS 3 ครั้ง จากนั้น post fixed ใน
สารละลาย 0.2% osmium นาน 1ชั่วโมง ดึงน้ าออกจากเนื้อเยื่อด้วยการเพ่ิมความเข้มข้นของเอทานอล 
จากความเข้มข้น 50%, 70%, 80%, 90% และ 100% ขั้นตอนละ 30 นาที  ฝังเนื้อเยื่อใน spur resin 
ซ่ึงดัดแปลงจากวิธขีอง Cárdenas et al. 2008   ตัดเนื้อเยื่อให้ได้ ultrathin sections บาง 70-90 นาโน
เมตร ด้วยเครื่อง Reichert ultramicrotome ย้อม ultrathin sections ด้วยสี uranyl acetate และ 
lead citrate น า ultrathin sections ที่เตรียมได้ไปศึกษาโครงสร้างของเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ระยะต่างๆ
โดยใช้กล้องอิเล็คตรอนแบบส่องผ่าน Philips TECHNAI 20 และบันทึกภาพ  
 หมายเหตุ 1.4 ท าเพ่ิม ไม่มีในข้อเสนองานวิจัย 

งดให้ latrozole 
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บทที่ 3 
ผลการทดลอง 

 
1. ผลของ letrozole และะอัตราการอดของปลาการ์ตูนส้มขาวอายุ 60 วัน  

ตัวชี้วัด กลุ่มควบคุม 
(มิลลิกรัม) 

กลุ่มทดลอง 

  Letrozole  (50 
มิลลิกรัม/กิโลกรัม
อาหาร) 

Letrozole  (100 
มิลลิกรัม/กิโลกรัม
อาหาร) 

น้ าหนักเริ่มต้น  11.51 ± 1.25 11.42 ±1.31 12.02 ± 1.38 

น้ าหนักสุดท้าย  13.05 ± 1.43 12.02 ± 1.56 10 ± 0.89 

อัตราการอยู่รอด (%) 95 60 50 

 
2. ผลของ letrozole และอัตราการอดของปลาการ์ตูนส้มขาวอายุ 90 วัน  

ตัวชี้วัด กลุ่มควบคุม 
(มิลลิกรัม) 

กลุ่มทดลอง  
(มิลลิกรัม) 

  Letrozole  (50 มิ
มิลลิกรัม/กิโลกรัม
อาหาร)  

Letrozole  (100 
มิลลิกรัม/ กิโลกรัม
อาหาร) 

น้ าหนักเริ่มต้น  11.51 ± 1.25 11.42 ±1.31 12.02 ± 1.38 

น้ าหนักสุดท้าย  23.05 ± 1.61 19.02 ± 1.65 15 ± 0.76 

อัตราการอยู่รอด (%) 95 25 20 
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3. ผลของ letrozole และอัตราการอดของปลาการ์ตูนส้มขาวอายุ 210 วัน  

ตัวชี้วัด กลุ่มควบคุม 
(มิลลิกรัม) 

กลุ่มทดลอง  
(มิลลิกรัม) 

  Letrozole  (50 
มิลลิกรัม/กิโลกรัม
อาหาร) 

Letrozole  (100 
มิลลิกรัม/กิโลกรัม
อาหาร) 

น้ าหนักเริ่มต้น  11.51 ± 1.25 11.42 ±1.31 12.02 ± 1.38 

น้ าหนักสุดท้าย 32.76 ± 1.98 20.02 ± 1.56 19 ± 1.23 

อัตราการอยู่รอด (%) 90 20 15 

 
4.  ผลของ methyltestosterone และอัตราการอดของปลาการ์ตูนส้มขาวอายุ 60 วัน  

ตัวชี้วัด กลุ่มควบคุม 
(มิลลิกรัม) 

กลุ่มทดลอง  
(มิลลิกรัม) 

  methyltestosterone  
(50 มิลลิกรัม/กิโลกรัม
อาหาร) 

methyltestosterone  
(100 มิลลิกรัม/
กิโลกรัม อาหาร) 

น้ าหนักเริ่มต้น  12.32 ± 1.55 13.42 ±1.34 14.02 ± 1.30 

น้ าหนักสุดท้าย  13.85 ± 1.43 14.02 ± 1.96 15 ± 1.89 

อัตราการอยู่รอด (%) 100%  70 50 
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6. ผลของ methyltestosterone และอัตราการอดของปลาการ์ตูนส้มขาวอายุ 210 วัน  

ตัวชี้วัด กลุ่มควบคุม 
(มิลลิกรัม) 

กลุ่มทดลอง  
(มิลลิกรัม) 

  methyltestosterone  
(50 มิลลิกรัม/กิโลกรัม
อาหาร) 

methyltestosterone  
(100 มิลลิกรัม/
กิโลกรัม อาหาร) 

น้ าหนักเริ่มต้น  12.32 ± 1.55 13.42 ±1.34 14.02 ± 1.30 

น้ าหนักสุดท้าย  19.85 ± 1.48 18.02 ± 1.26 17 ± 1.54 

อัตราการอยู่รอด (%) 95 40 20 

 
หมายเหตุ อาการปวยของปลาก่อนตาย ปลาบางตัวเริ่มเคลื่อนที่ในแนวดิ่ง หรือบางตัวเคลื่อนที่ช้าลงและ
หลบตามมุมตู้ เมื่อปลามีอาการดังกล่าว ปลาจะตายในวันต่อมา 
 
ผลของ letrozole ความเข้มข้น 50 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (อาหาร) นาน 60 วัน 90 วัน และ 210 
วัน ต่อการเปลี่ยนเพศลูกปลาการ์ตูนส้มขาว  

จากงานวิจัยครั้งนี้พบว่า letrozole ความเข้มข้น 50 มิลลิกรัมต่อน้ าหนักตัว  โดยให้ปลานาน 60 
วันพบว่า ไม่สามารถเปลี่ยนเพศปลา ปลามีเซลล์สืบพันธ์เพศเมียระยะ chromatin nucleolus  oocyte 
(OC1) เซลล์มีรูปร่างกลม นิวเคลียสมีขนาดใหญ่เมื่อเปรียบเทียบกับไซโทพลาสซึม ภายในนิวเคลียสเห็นเส้น
โครมาตินชัด  และระยะ perinucleolus stage (OC2) เซลล์ระยะนี้มีรูปร่างกลมหรือรี นิวเคลียสกลม 
ภายในนิวเคลียสมีนิวคลีโอลัสจ านวนมาก อยุ่ชิดขอบของเยื่อหุ้มนิวเคลียส (ภาพที่ 6B) ซึ่งมีโครงสร้างของรัง
ไข่คล้ายกลุ่มควบคุม  (ภาพที ่6A ) แต่เมื่อให้ letrozole ความเข้บข้น 50 มิลลิกรัมต่อน้ าหนักตัว นาน 90 
วัน เริ่มพบ spermatocytes (SC) (ภาพที่ 6C) ซึ่งแตกต่างจากกลุ่มควบคุมท่ียังคงพบเซลล์สืบพันธุ์เพศเมีย
ระยะ chromatin nucleolus  oocyte (OC1)  และระยะ perinucleolus stage (OC2) (ภาพที่ 6D) เมื่อ
ให้ letrozole ความเข้มข้น 50 มิลลิกรัมต่อน้ าหนักตัว ความเข้มข้นเท่าเดิมแต่ให้นาน 210 วันพบ 
spermatozoa จ านวนมาก เซลล์มีขนาดเล็ก นิวเคลียสย้อมติดสีน้ าเงินเข้ม (ภาพที่ 3F) เมื่อเปรียบเทียบกับ
กลุ่มควบคุม (ภาพที่ 6E) 
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ภาพที่ 6 gonad ของปลาการ์ตูนเมื่อไม่ได้รับและได้รับ letrozole ความเข้มข้น 50 มิลลิกรัมต่อ
กิโลกรัม (อาหาร) นาน 60,90  และ 210 วัน  

(A) gonad ของลูกปลา กลุ่มควบคุมไม่ได้รับฮอร์โมน letrozole พบ 
    ovarian cavity (OV) และ oogonium (OG) แบ่งเซลล์แบบไมโตซิส 

  (B) gonad ของลูกปลา กลุ่มทดลองได้รับฮอร์โมน letrozole 
ความเข้มข้น 50 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (อาหาร) นาน 30 วัน พบเซลล์ที่มี
การแบ่งเซลล์แบบไมโตซิส (mitotic cell) เซลล์สืบพันธุ์เพศเมียระยะ 
chromatin nucleolus oocyte (OC1) และระยะ perinucleolus (OC2) แต่ไม่
พบเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ 

  (C) gonad ของลูกปลา กลุ่มควบคุมไม่ได้รับฮอร์โมน letrozole พบ 
 ovarian cavity (OV) และโอโอไซต์ระยะ perinucleolus  (OC2) แต่ไม่พบ 
  เซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ 

  (D) gonad ของลูกปลา กลุ่มทดลองได้รับฮอร์โมน letrozole 
   ความเข้มข้น 50 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (อาหาร) นาน 60 วัน 
   เริ่มพบเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ระยะ spermatocyte (SC) 
  (E) gonad ของลูกปลา กลุ่มควบคุมไม่ได้รับฮอร์โมน letrozole แสดง 

 ลักษณะ 2 เพศ (bisexual) มีโอโอไซต์ที่ยังไม่พัฒนาเต็มที่เช่น  chromatin 
 nucleolus oocyte (OC1) และโอโอไซต์ perinucleolus  (OC2) แต่พบส่วนของ 
  testicular tissue ที่พัฒนาเต็มที่ มีเซลล์ spermatid (ST) และ spermatozoa (SZ) 

  (F) gonad ของลูกปลา กลุ่มทดลองได้รับฮอร์โมน letrozole ความเข้มข้น 
  50 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (อาหาร) นาน 210 วัน พบ spermatozoa (SZ)  
  จ านวนมาก แต่ยังพบเซลล์สืบพันธุ์เพศเมียระยะ chromatin nucleolus 
  oocyte (OC1) และระยะ perinucleolus (OC2) 
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ผลของ letrozole ความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (อาหาร) นาน 60 วัน 90 วัน และ 210 
วัน ต่อการเปลี่ยนเพศลูกปลาการ์ตูนส้มขาว  

จากงานวิจัยครั้งนี้พบว่า letrozole ความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (อาหาร) โดยให้ปลา
นาน 60 วันพบว่า ไม่สามารถเปลี่ยนเพศปลา ปลามีเซลล์สืบพันธ์เพศเมียระยะ chromatin nucleolus  
oocyte (OC1)  (ภาพที่ 7B) ซึ่งมีโครงสร้างของรังไข่คล้ายกลุ่มควบคุม  (ภาพที่ 7A) แต่เมื่อให้ 
letrozole ความเข้บข้น 100 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (อาหาร) นาน 90 วัน เริ่มพบเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ระยะ
ต่างๆดังนี้  spermatocytes (SC) spermatids (SD) และ spermatozoa (SZ)  (ภาพที่  7C) ซ่ึง
แตกต่างจากกลุ่มควบคุมที่ยังคงพบเซลล์สืบพันธุ์เพศเมียระยะ chromatin nucleolus  oocyte (OC1)  
(ภาพที่ 7D) เมื่อให้ methyl testosterone ความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (อาหาร) เท่าเดิมแต่
ให้นาน 210 วันพบ spermatozoa ในช่องว่าง (lumen)  แต่พบ atretic oocytes มีการสลายของเยื่อ
ห้มนิวเคลียสและมีรวมกลุ่มของโครโมโซมในนิวเคลียส และมีรงควัตถุสีเหลือง (yellow pigment) 
เกดิขึ้นในโกนาด (gonad) (ภาพที่ 7F) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมซึ่งพบเซลล์สืบพันธ์ทั้งเพศผู้และ
เพศเมีย ไม่พบ atretic oocytes และรงควัตถุสีเหลือง (ภาพที่ 7E) 
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ภาพที่ 7  gonad ของปลาการ์ตูนเมื่อไม่ได้รับและได้รับ letrozole ความเข้มข้น 100 มิลลิกรัม 
             ต่อกิโลกรัม (อาหาร) นาน 60, 90  และ 210 วัน  

(A) gonad ของลูกปลา กลุ่มควบคุมไม่ได้รับฮอร์โมน letrozole พบ ovarian 
tissue ที่โตไม่เต็มที่ จึงพบเฉพาะ chromatin nucleolus oocyte (OC1) 

(B) gonad ของลูกปลา กลุ่มทดลองได้รับฮอร์โมน letrozole ความเข้มข้น 100 
มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (อาหาร) นาน 60 วัน พบ primordial germ cell (PG)  
เซลล์สืบพันธุ์เพศเมียระยะ chromatin nucleolus oocyte (OC1) และ 
ovarian cavity (OC) 

(C) gonad ของลูกปลา กลุ่มควบคุมไม่ได้รับฮอร์โมน letrozole พบโอโอไซต์ 
ระยะ chromatin nucleolus oocyte (OC1) และ spermatozoa (SZ)  

(D) gonad ของลูกปลา กลุ่มทดลองได้รับฮอร์โมน letrozole ความเข้มข้น 100 
มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (อาหาร) นาน 90 วัน พบ testicular tissue โตเต็มที ่พบ
เซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ระยะต่างๆเช่น spermatocyte (SC), spermatid (ST) และ 
spermatozoa (SZ) พบ 
มากใน lumen (Lu) แต่เซลล์สืบพันธุ์เพศเมียพบเฉพาะ chromatin nucleolus 
oocyte (OC1) 

(E) gonad ของลูกปลา กลุ่มควบคุมไม่ได้รับฮอร์โมน letrozole แสดง 
ลักษณะ 2 เพศ (bisexual) มีโอโอไซต์ระยะ  chromatin nucleolus oocyte 
(OC1) บริเวณด้านนอกของรังไข่แต่พบส่วนของ testicular tissue ที่พัฒนา
เต็มที่ ภายในแต่ละ cyst พบเซลล์ spermatocyte (SC), spermatid (ST) และ 
spermatozoa (SZ) 

(F) gonad ของลูกปลา กลุ่มทดลองได้รับฮอร์โมน letrozole ความเข้มข้น 100 
มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (อาหาร) นาน 210 วัน พบ spermatozoa (SZ) ใน 
lumen (Lu)  และพบ atretic oocyte จ านวนมาก 
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ผลของฮอร์โมน methyltestosterone ความเข้มข้น 50 มิลลิกรัมต่อน  าหนักตัวให้นาน 60 วัน 210
วัน ต่อการเปลี่ยนเพศลูกปลาปลาการ์ตูนส้มขาว 
 ผู้วิจัยกระตุ้นการเปลี่ยนเพศของปลาการ์ตูนด้วยการผสมฮอร์โมน 50 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม 
(อาหาร) พบว่าวันที่ 60 หลังจากให้ฮอร์โมนพบว่ารังไข่มีการพัฒนาแต่ไม่สามารถแยก testicular tissue 
และ ovarian tissue (ภาพที่ 8A) แต่ gonad ของปลาที่ได้รับฮอร์โมน พบเซลล์สืบพันธ์เพศเมียระยะ 
chromatin nucleolus  oocyte (OC1)  และ atretic oocyte  ติดสีฮีมาทอกไซลีนเข้ม ยังพบรงควัตถุ
สีเหลืองภายในรังไข่ (ภาพที่ 8B) ปลาที่ได้รับฮอร์โมน 210 วัน พบ ovarian tissue และ testicular 
tissue โดย ovarian tissue มีเซลล์สืบพันธุ์เพศเมียระยะต่างๆ เช่น oogonium (OG), chromatin 
nucleolus  oocyte (OC1)  และ atretic cells (AT) ส่วนบริเวณ testicular tissue พบ 
spermatozoa (SZ) และ spermatids (ST)  (ภาพที่ 8D) ซึ่งแตกต่างจากกลุ่มควบคุพบเฉพาะเซลล์
สืบพันธุ์เพศเมียระยะ oogonium (OG) และระยะ perinucleolus  (OC2)  (ภาพท่ี 8C) 
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ภาพที่ 8 gonad ของปลาการ์ตูนเมื่อไม่ได้รับและได้รับฮอร์โมน methyltestosterone ความเข้มข้น 50 
           มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (อาหาร) นาน 60 และ 210 วัน 

(A) gonad ของลูกปลา กลุ่มควบคุมไม่ได้รับฮอร์โมน methyltestosterone พบ ovarian 
tissue โตไม่เต็มที่ พบเฉพาะ chromatin nucleolus oocyte (OC1) 

(B) gonad ของลูกปลา กลุ่มทดลองได้รับฮอร์โมน methyltestosterone  ความเข้มข้น 
50 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (อาหาร) นาน 60 วัน พบเซลล์สืบพันธุ์เพศเมียระยะ 
chromatin nucleolus oocyte (OC1) และ atretic oocyte (AT) 

(C) gonad ของลูกปลา กลุ่มควบคุมไม่ได้รับฮอร์โม methyltestosterone พบ 
oogonium (OG) และ ระยะ perinucleolus  (OC2)  

(D) gonad ของลูกปลา กลุ่มทดลองได้รับฮอร์โมน methyltestosterone ความเข้มข้น 50 
มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (อาหาร)  นาน 210 วัน พบ bisexual gonad มี testicular 
tissue พัฒนาเต็มที่ พบเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ระยะต่างๆเช่น spermatocyte (SC), 
spermatid (ST) และ spermatozoa (SZ) พบมากใน lumen (Lu) แตย่ังพบ ovarian 
tissue มีเซลล์สืบพันธุ์เพศเมีย oogonium (OG), chromatin nucleolus oocyte 
(OC1) และ perinucleolus oocyte (OC2) นอกจากนี้พบ atretic cell (AT) 
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ผลของฮอร์โมน methyltestosterone  ความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (อาหาร) นาน 60 
วัน 90 วัน ต่อการเปลี่ยนเพศลูกปลาการ์ตูนส้มขาว  
  ผู้วิจัยกระตุ้นการเปลี่ยนเพศของปลาการ์ตูนด้วยการผสมฮอร์โมน 100 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม 
(อาหาร) กับอาหารพบว่ากลุ่มควบคุมปลาอายุ 60 วันพบว่ารังไข่เริ่มมีการพัฒนา พบเซลล์สืบพันธุ์เพศเมีย
ระยะ chromatin nucleolus  oocyte (OC1) (ภาพที่ 9A) แต่ปลาที่ได้รับฮอร์โมน methyltestosterone 
พบเซลล์สืบพันธุ์เพศเมียสูญเสียรูปร่างและเยื่อหุ้มนิวเคลียสสลาย (AT) (ภาพที่ 9B) gonad ของปลากลุ่ม
ทดลองได้รับ - methyl testerone ความเข้มข้นเท่าเดิม 100 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (อาหาร) แต่ให้นาน 
210 วัน พบว่า พบเซลล์สืบพันธุ์เพศเมียระยะ chromatin nucleolus  oocyte (OC1)  และระยะ 
perinucleolus stage (OC2)  และพบ atretic cells (AT) จ านวนมาก และพบเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้จ านวน
มากใน lumen (ภาพท่ี 9D) ) แตกต่างจาก gonad ของปลากลุ่มควบคุมแสดงเฉพาะลักษณะเพศเมีย มีเซลล์
สืบพันธุ์เพศเมียระยะ chromatin nucleolus  oocyte (OC1)  และ perinucleolus (OC2) (ภาพที่ 9C) 
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ภาพที่ 9  gonad ของปลาการ์ตูนเมื่อไม่ได้รับและได้รับฮอร์โมน methyltestosterone ความ 
           เข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (อาหาร) นาน 60 และ 210 วัน 

(A) gonad ของลูกปลา กลุ่มควบคุมไม่ได้รับฮอร์โมน methyltestosterone พบ ovarian  
tissue โตไม่เต็มที่ พบเฉพาะ chromatin nucleolus oocyte (OC1)  

(B) gonad ของลูกปลา กลุ่มทดลองได้รับฮอร์โมน methyltestosterone 
ความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (อาหาร) นาน 60 วัน พบ atretic oocyte (AT)      
จ านวนมาก 

(C) gonad ของลูกปลา กลุ่มควบคุมไม่ได้รับฮอร์โมน methyltestosterone พบเฉพาะ 
ovarian tissue มีเซลล์ระยะต่างๆดังนี้ ระยะ chromatin nucleolus  (OC1)ระยะ 
perinucleolus (OC2)  

(D) gonad ของลูกปลา กลุ่มทดลองได้รับฮอร์โมน methyltestosteron ความเข้มข้น 100 
มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (อาหาร) นาน 210 วัน พบ bisexual gonad มี testicular tissue 
พัฒนาเต็มที่ พบ spermatozoa (SZ) หนาแน่นใน lumen (Lu) แต่ยังพบเซลล์สืบพันธุ์
เพศเมีย chromatin nucleolus oocyte (OC1) และ perinucleolus oocyte (OC2) 
นอกจากนี้พบ atretic cell (AT) จ านวนมาก 
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การศึกษาจุลกายวิภาคเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ของปลาการ์ตูนส้มขาวที่ได้รับ letrozole 100 มิลลิกรัม/
กิโลกรัม (อาหาร) นาน 210 วัน 

testicular tissue มีเซลล์สืบพันธ์ระยะต่างๆ เช่น เซลล์ระยะ primary spermatocyte เซลล์มี
รูปร่างรี นิวเคลียส (N) มีรูปร่างรีและมี heterochromatin (HC) จับเป็นก้อนใกล้เยื่อหุ้มนิวเคลียส 
ภายในไซโทพลาสซึมพบไมโทคอนเดรีย (MT)  (ภาพที่ 10A,B) เซลล์ระยะ spermatid เซลล์มีรูปร่างรี 
นิวเคลียสรูปร่างรีและภายในนิวเคลียส (N) มีการกระจายของโครมาตินอย่างสม่ าเสมอ ติดสีเข้ม  ไม่มี 
acrosome พบ centrioles 2 อัน คือ proximal centriole (PC) และ distal centriole (DC)  โดยพบ 
distal centriole ตรงกลางของนิวเคลียสใกล้กับเยื่อหุ้มนิวเคลียส สร้างเป็น flagellum (F) พบไมโทคอน
เดรียด้านหลังของนิวเคลียส มีไซโทพลาสซึมจ านวนมาก (ภาพที่ 10C) spermatozoa มีส่วนหัว และ 
mid piece ขนาดเล็ก proximal centriole ตั้งฉากกับ distal centriole ไมโทคอนเดรีย 4 อัน 
ล้อมรอบ flagellum มี flagellum ยาว (ภาพท่ี 10D) ชึ่งมีการจัดเรียงตัวของmicrotubule เป็น 9+2  
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ภาพที่ 10  จุลกายวิภาคเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ของปลาการ์ตูนส้มขาวที่ได้รับ letrozole 100 มิลลิกรัม/
กิโลกรัม (อาหาร) นาน 210 วัน 

(A) เซลล์ระยะ primary spermatocyte มีนิวเคลียส (N) ขนาดใหญ่ พบ heterochromatin 
(HC) และ synaptonemal complex (SY) ภายในนิวเคลียส ภายในไซโทพลาสซึมมีไมโท
คอนเดรีย (MT)  จ านวนมาก 

(B) ภาพก าลังขยายต่ าของ spermatozoa (SP) และ spermatids (ST) 
(C) เซลล์ระยะ spermatid บริเวณ midpiece ใต้นิวเคลียส (N) พบ proximal tubule 1 

แท่ง และ distal centriolar (DC) มี flagellum (F) สั้น มีไมโทคอนเดรีย (MT) ด้านหลัง
นิวเคลียส 

(D) เซลล์ระยะ spermatozoa มีนิวเคลียสรูปไข่ (N) มีนิวเคลียสติดสีเข้ม ไม่มี acrosome 
proximal tubule 1 แท่ง distal centriolar (DC) 1 แท่งและไมโทคอนเดรีย (MT) 
บริเวณ midpiece  

(E) หางของ sperm มี flagellum axoneme 1 เส้น มี microtubules เรียงตัว 9+2 
(microtubule 2 ท่อ จ านวน 9 ชุดอยู่รอบนอก (PM) และ microtubules จ านวน 1 คู่
ตรงกลาง (CM) 
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บทที่ 4 

อภิปรายผลการทดลอง 

letrozole สามารถกระตุ้นการพัฒนาของอัณฑะในสัตว์หลายชนิดเช่น จิ้งเหลน (Podarcis 
sicula) (Cardone et al., 2002) เต่า (Emys orbicularis) (Belatd, et al., 2001) โดยมีผลท าให้
จ านวนเซลล์สืบพันธุ์ระยะต่างๆและสเปริม์เพ่ิมขี้น ปัจจุบันนี้จึงเริ่มมีงานวิจัยใช้ letrozole เพ่ือเปลี่ยน
ปลาเพศเมียให้เป็นปลาเพศผู้ในปลาหลายชนิด ดังเช่น  ให้  letrozole ความเข้มข้น 100-200 mg/kg 
ผสมกับอาหาร นาน 30 วันกับปลา O. mossambicus พบว่าสามารถเปลี่ยนเพศเมียเป็นเพศผู้ 100% 
ซี่งให้ผลคล้ายกับผลในปลาชนิดอื่นเช่นปลา Pelteobagrus fulvidraco ปลา Lepomis macrochiru, 
ปลา Epinephelus akaara และปลา Oryzias latipes (Basavaraja et al., 2012; Gao et al., 2010; 
Li et al., 2005; Sun et al., 2007) ปลา Lepomis macrochirus (Gao et al. 2010 และปลา        
O. niloticus (Kwon et el. 2000) และปลา Epinephilus akkaara (Li, Liu and Lin, 2005) เป็นต้น 

ปลาการ์ตูนส้มขาวที่ได้รับ letrozole มีจ านวนสเปริม์มากขึ้น แสดงว่า letrozole สามารถ
กระตุ้นการเกิด differentiation และการสร้างเซลล์สืบพันธุ์ แต่ยับยั้งการพัฒนาของรังไข่และเพ่ิม 
atretic oocytes   ซึ่งได้ผลเช่นเดียวกับงานวิจัยของ Signth et al., 2014 และ Singh et al., 2015 ซ่ึง 
letrozole มีผลต่อการแสดงออกของยีนที่ควบคุมการเกิด gonad differentiation และพัฒนาการของรัง
ไข่ เช่นยีน Cyp19A ซึ่งแสดงออกในรังไข่และยีน Cyp19B ทีแ่สดงออกในสมอง (Villeneuve et al., 
2006; Lyssimachou et al., 2006) การแสดงออกของยีนทั้ง 2 ชนิดลดลงขึ้นกับความเข้มข้นของ 
letrozoe ซึ่งเอนไซม์  Cyp19 aromatase มีผลลดอัตราการสังเคราะห์ฮอร์โมนอีสโทรเจน  (Singh, A. 
K. 2013;  Singh and Prakash, 2014) การทดลองครั้งนี้พบว่าจ านวนปลาตายเพิ่มข้ึนเมื่อระยะเวลาการ
ให้ letrozole นานมากข้ึน อาจเป็นเพราะ letrozole มีผลต่อการเปลี่ยนแปลงสรีรวิทยาและการ
เปลี่ยนแปลงทางชีวเคมีของปลาเช่น  เมทาบอลิซึมของโปรตีนและไขมัน ค่า gonado–somatic index 
(GSI)  (Li et al., 2006; Sathyanarayana Rao et al. 1984; Lone and Matty (1980)) นอกจากนี้
ปัจจัยที่มีผลต่อการทดลองและอาจท าให้ปลาตายนอกจากความเข้มข้นของ letrozole แล้วอาจจะเกิด
จากปลาตัวอ่อนได้รับอาหารไม่เหมาะสมและไม่เพียงพอ (Person et al., 1993; Finn and Kapoor, 
2007; Sales and Janssens, 2003) 

ปัจจุบันการเพาะเลี้ยงปลาตามฟาร์ม นิยมใช้ฮอร์โมน methyl testosterone เปลี่ยนเพศปลาให้
ได้เฉพาะปลาตัวผู้ ซึ่งสามารถท าส าเร็จในปลาหลายชนิดเช่น  O. niloticus  (El-Greisy and El-Gamal, 
2012) ปลา Pelteobagrus fulvidraco (Shen et al., 2015) และปลา O. mykiss (Kuzminski and 
Dobosz, 2010 ) เป็นต้น methyl testosterone สามารถกระตุ้นให้ปลาการ์ตูนส้มขาวโตเต็มวัยให้         
สเปริม์มากขึ้นได้ ซึ่งได้ผลเช่นเดียวกับในปลา O. niloticus ที่ได้รับอาหารที่ผสม methyl testosterone 
ความเข้มข้น 60 mg/ kg  นาน 1 ปี (El-Greisy and El-Gamal, 2012) การใช้ฮอร์โมน methyl 
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testosterone เปลี่ยนเพศปลาจะประสพผลส าเร็จขึ้นกับความเข้มข้นของฮอร์โมนหรือระยะเวลาในการ
ให้ฮอร์โมนหรือการละลายฮอรโมนในสารละลาย (Pandian and Varadaraj,1990) ฮอร์โมน methy 
testosterone นอกจากท าให้เกิดการ differentiation ของ gonad ปลาแล้ว ยังมีผลต่อการตาย การ
ทดลองครั้งนี้พบว่าเมื่อให้อาหารที่ผสมฮอร์โมน methyl testerone ที่มีความเข้มข้นมาก มีผลท าให้ปลา
ตายเพิ่มขึ้น ซึ่งให้ผลเช่นเดียวกับงานวิจัยของ Tan-Fermin (1994) พบว่า น้ าหนักปลาและค่า 
gonadosomatic index (GSI) ลดลง เมื่อปลา Epinephelus suillus วัยอ่อนได้รับ methyl 
testosterone  (Biswas et al., 2014) นอกจากนี้ความเข้มข้นของฮอร์โมน methyl testosterone 
มาก ยังมีผลต่อการเติบโตของปลา Astyanax bimaculatus ด้วย(Rivero-Wendt  et al., 2013) 

 การศึกษาผลของ letrozole และ methyl testosterone ต่อการแสดงออกของโปรตีน anti-
DMRT ได้ผลไม่ชัดเจนอาจเนื่องจากแอนติบอดีที่ใช้ครั้งนี้เป็นแอนติบอดีที่ผลิตในคน ไม่สามารถหา
แอนติบอดีที่ผลิตในปลาได้  

 ผลของ letrozole ต่อโครงสร้างละเอียดของ testicular tissue และ spermatozoa ของปลา
การ์ตูนส้มขาว เมื่อได้รับสาร letrozole 100 มิลลิกรัม/กิโลกรัมนาน 210 วัน พบว่า letrozole ความ
เข้มข้นดังกล่าวไม่มีผลต่อโครงสร้างโดยละเอียดของเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ระยะต่างๆของปลาการ์ตูน ทั้ง 
primary spermatocyte, spermatid และ spermatozoa ซึ่งเซลล์สืบพันธุ์ระยะดังกล่าวมีโครงสร้าง
โดยละเอียดเหมือนที่พบใน gonad ของปลาการ์ตูน A. frenatus ซึ่งเป็นปลาจากธรรมชาติ (Nakamura 
et al, 1994) และ gonad ของปลา A. ocellaris ที่เพาะเลี้ยงโดยไม่ได้รับสารต่างๆ (Thongkukiatkul 
and Bhupradid, in process) 
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บทที่ 5 

สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

สรุปผลการทดลอง  

5,1 การศีกษาผล letrozole การสร้างเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ โดยการอาหารผสม letrozole พบว่า
ความเข้มข้น 100 มิลลิกรัม/กิโลกรัม (อาหาร) ให้นาน 210 วัน มีผลกระตุ้นการสร้างเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ 
ซึ่งแตกต่างจากกลุ่มควบคุมอย่างมีค่าทางสถิติ 

 5.2 Letrozole ที่มคีวามเข้มข้น 100 มิลลิกรัม/กิโลกรัม (อาหาร) ให้นาน 210 วัน ไม่มีผลต่อ
โครงสร้างโดยละเอียดของเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ทุกระยะ 

 5.3 ฮอร์โมน methyl testosterone ความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อน้ าหนัก (อาหาร) นาน 100 
วัน สามารถกระตุ้นการสร้างเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ แต่มีผลท าให้กระบวนการสร้างเซลล์สืบพันธุ์เพศเมีย
ลดลง 

ข้อเนอแนะ 

 5.4 ควรจะหาความเข้มข้นของ letrozole และฮอร์โมน methyl testosterone ที่เหมาะสม
สามารถเปลี่ยนเพศปลาการ์ตูนเป็นเพศผู้ได้ 100% และท าให้ปลามีอัตราการรอดสูงสุด 

5.5 ศึกษาผลของ letrozole และฮอร์โมน methyl testosterone ที่มีต่อ  gonadal 
transcriptomes ในปลาการ์ตูนส้มขาว  
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