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บทที่ 2

วสัดุ  อุปกรณ  และวิธีการทดลอง

วัสดุ  และ  อุปกรณ

วัสดุ

        1. สัตวทดลอง
              1.1 แพะทดลองเพศเมยี จะจดัแบงออกเปน  4  กลุม คือ
                   กลุมที ่1 ใชแพะสาว (แพะเพศเมียที่มีวงรอบการเปนสัดแลว แตยังไมเคยตั้งทองและ
ใหลูกมากอน)  ลูกผสมระหวางพันธุพื้นเมืองไทยกับพันธุแองโกลนเูบียน อายุระหวาง 1 ป 8 เดือน
ถงึอายุ 1 ป 10 เดอืน นํ้ าหนัก 20-26 กิโลกรัม  จํ านวน 6 ตัว (75% พืน้เมอืงไทย 25% แองโกลนู
เบยีน 3 ตัว และ 50% พืน้เมอืงไทย 50%  แองโกลนเูบียน จํ านวน 3 ตัว)
                   กลุมที ่ 2 แพะสาว  ลูกผสมระหวางพันธุพื้นเมืองไทยกับพันธุแองโกลนูเบียน อายุ
ระหวาง 1 ป 8 เดือน ถึงอายุ 1 ป 10 เดือน นํ้ าหนัก 20-26 กิโลกรัม  จํ านวน 6 ตัว (75% พืน้เมือง
ไทย 25% แองโกลนูเบียน 2 ตัว และ 50% พืน้เมอืงไทย 50%  แองโกลนเูบียน จํ านวน 4 ตัว)
                   กลุมที ่ 3 แพะนาง (แพะเพศเมียที่เคยใหลูกมาแลวอยางนอย 1 คร้ัง)  ลูกผสม
ระหวางพนัธุพืน้เมอืงไทยกับพันธุแองโกลนูเบียน อายุระหวาง 2-6 ป นํ้ าหนัก 18-46 กิโลกรัม  มี
ระดบัเลือดแองโกลนูเบียนตั้งแต 32.875-93.75 % จํ านวน 7 ตัว
                   กลุมที ่ 4 แพะนาง ลูกผสมระหวางพันธุพื้นเมืองไทยกับพันธุแองโกลนูเบียน อายุ
ระหวาง 2-8 ป นํ้ าหนัก 20-56 กิโลกรัม  มีระดับเลือดแองโกลนูเบียนตั้งแต 32.875-93.75 %
จ ํานวน 7 ตัว
             1.2  พอแพะที่ใชตรวจการเปนสัด  (teaser) จ ํานวน 3 ตัว  เปนพอแพะที่ผานการทํ าหมัน
โดยการตัดบางสวนของทอนํ านํ้ าเชื้อออก (vasectomized  buck) พอแพะทั้ง 3 ตัวจะมีแทงสีติด
กบัเอี๊ยม (harness) ผูกตดิไวที่บริเวณหนาอก  แลวปลอยใหคุมฝูงรวมกับแพะทดลองเพศเมีย
ตลอดการทดลอง  เมื่อพอแพะปนทับแมแพะที่เปนสัด  สีที่ติดกับเอี๊ยมไวที่หนาอก  จะติดสะโพก
ของแมแพะ  ทํ าใหสังเกตไดวาแมแพะตัวใดเปนสัด
             1.3  พอแพะที่มีความสมบูรณพันธุ (fertile  buck) จ ํานวน 6 ตัว ใชสํ าหรับผสมพันธุกับ
แพะทดลองเพศเมียที่เปนสัด  โดยแพะจะถูกเลี้ยงแบบขังคอกรวมไวบนโรงเรือน  ตัดหญาสดให
กนิ  และเสรมิดวยอาหารขนใหกิน เชา-เย็น มีนํ้ าและแรธาตุกอนตั้งไวใหแพะกินไดตามใจชอบ
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         2. อาหารขนและอาหารหยาบ
  แพะทดลองจะปลอยใหแทะเล็มในแปลงหญาผสมถั่ว  ชนิดของหญาและถั่วที่ปลูกได

แก  หญารูซี่  หญาสตาร  หญาเนเปยร และถั่วลาย  แปลงหญาที่ใชเลี้ยงแพะทดลองมีทั้งหมด 4
แปลง  พืน้ทีร่วมประมาณ 10 ไร โดยจัดใหแพะลงแทะเล็มแบบหมุนเวียน  ในวันที่ฝนตกแพะไม
สามารถออกไปแทะเล็มในแปลงหญาได  จะตัดหญาสดใหกินหรือใหหญาแหงเสริม มีนํ้ าและแร
ธาตกุอนวางไวใหกินตลอดเวลา  แพะทดลองทุกตัวจะไดรับการเสริมดวยอาหารขน  ที่มีโปรตีนไม
ต่ํ ากวา 13 เปอรเซ็นต ประมาณ 200 กรัมตอตัวตอวัน สวนประกอบของอาหาร ดังตารางที่ 7

ตารางที่ 7  สวนประกอบของสูตรอาหารขน
วตัถุดิบอาหารสัตว                          จ ํานวน (กิโลกรัม)

            ขาวโพด                      47.0
กากถั่วเหลือง                                                         12.0
กากเนื้อในของเมล็ดปาลม                                                37.5
เปลือกหอยปน                                  0.5
ไดแคลเซียมฟอสเฟต                          1.0
เกลือ                                      2.0
รวม                                               100.0

         3. วคัซนีและยาที่ใชในการสุขาภิบาลปองกันโรค
แพะทดลองทกุตัวจะไดรับการทํ าวัคซีน และถายพยาธิตามโปรแกรมดังนี้
โปรแกรมการทํ าวัคซีนจะทํ าวัคซีน  ปองกันโรคปากและเทาเปอย (foot and mouth  

disease, FMD) แบบรวมทั้ง 3  type  (O, A, Asia I)  ของกรมปศุสัตว โดยทํ า 6 เดือนตอคร้ัง
โปรแกรมการถายพยาธิทํ า 3 เดือนตอคร้ัง  โดยใช Farmbazen (Albendazone)

ของบริษัท H.K. Pharmaceutical Co., Ltd. เปนยาถายพยาธิภายใน และ Asuntol 50 ของ
บริษทัไบเออรเลเวอรเซน เยอรมันนี เปนยากํ าจัดพยาธิภายนอก
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         4.   ฮอรโมน
- Follicle Stimulating Hormone, FSH (Folltropin-V Vetrepharm Pty. Ltd

               Australia) Packing 400 mg NIH-FSH-P1 = 18 mg PPFE = 35 mg NIH
- Prostaglandin F2α analogue (Estrumate Schering-Plough Pty. Ltd

               Australia)
         5.   ยากลอมประสาท  xylazine hydrochloride (Rompun, Bayer Vetchem Ltd.)
               (ในการทดลองนี้ใชเปนยาสลบ)
         6.   ยาปฏิชีวนะ (Pendistep L.A. INJ  Phenix Pharmaceutical Antwere-Belgium)
         7.   ยาฆาเชื้อ

-     chloroxylenol (Dettol, Colman Thailand Ltd.)
-     ทงิเจอรไอโอดีน
-     แอลกอฮอล

         8.   นํ ้าเกลือสูตร Lactated Ringer’s Solution
         9.   ซีร่ัมแมแพะ
         10. สารละลายบัพเฟอรของฟอสเฟต (phosphate buffer saline , PBS)
         11. แกสคารบอนไดออกไซด (CO2)

อุปกรณ
          1.  ชุดเครื่องมือ Laparoscope  ประกอบดวย

        -  กลอง laparoscope
  -  สายเคเบิลนํ าแสง (fiber light trasmitting cable)

     -  เครือ่งกํ าเนิดแสง (light projector)
  -  ชดุแทงโลหะปลายแหลมพรอมทอสํ าหรับเจาะทอง (trocar-cannular)

-   probe  เปนแทงโลหะปลายมนยาวประมาณ 15 นิ้ว สวนปลายมีเสนผาศูนย
    กลางขนาด  5 มิลลิเมตร  ใชสํ าหรับเขี่ยหารังไข  และใชทาบบน CL และรังไข

เพื่อประมาณขนาด
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2. ชุดเครื่องมือผาตัด ประกอบดวย
                                 -  ใบมีดผาตัดพรอมดาม

 -  เขม็เย็บแผลพรอมไหมเย็บ
                         - กรรไกรจับเสนเลือด
 3. กระบอกฉีดยาพลาสติก พรอมเข็มฉีดยา
 4. โตะเหล็กสํ าหรับยึดตัวแพะ

5. กลองจุลทรรศนแบบสเตอริโอ
            6. กลองจุลทรรศนตอกับกลองถายรูป

7. อางควบคุมอุณหภูมิ (water bath)
 8. บีกเกอรขนาดตางๆ

9. กระบอกตวง (cylinder)
           10. หลอดแกวดัดแปลงพิเศษสํ าหรับดูดเอ็มบริโอ
           11. petri dishes
           12. เครื่อง centrifuge

วธิกีารทดลอง
ในการทดลองการชักนํ าใหเกิดการตกไขมากกวาปกติคร้ังนี้ ใชแพะทดลองเพศเมียจํ านวน  

26 ตัว  แบงออกเปน  4 กลุม  คือ
กลุมที่  1  แพะสาวจํ านวน  6  ตัว (ในการทดลองนี้ใชเปนกลุมควบคุม)
กลุมที่  2  แพะสาวจํ านวน  6  ตัว
กลุมที ่ 3  แพะนางจํ านวน  7  ตัว
กลุมที ่ 4  แพะนางจํ านวน  7  ตัว
กลุมที ่ 1  เปนกลุมเปรียบเทียบ ศึกษาการเปนสัดตามธรรมชาติ และเก็บขอมูลระยะตางๆ  

ของการเปนสัดของแพะทดลอง  1 วงรอบ  เมื่อแพะทดลองเปนสัดในวงรอบถัดมาผสมกับพอพันธุ  
ทีม่คีวามสมบรูณพันธุในคอกผสมพันธุวันละ  2  เวลา  (ชวงเชาประมาณ 7.00-9.00 น.  และชวง
บายประมาณ  14.00-16.00 น.)  โดยในการผสมแตละชวงเวลาจะใชพอพันธุตัวเดิม  และปลอย
ใหพอแพะไดอยูกับแมแพะนานประมาณ  30 นาที  เมื่อผสมเสร็จแตละชวงปลอยใหแพะกลับเขา
ฝูงตามเดมิ  ท ําเชนนี้จนกวาแพะตัวเมียจะไมยอมใหผสม  หลังจากแมแพะไดรับการผสมพันธุคร้ัง
สุดทาย  12 วัน (โดยประมาณ) นํ าแพะมาเจาะทอง (laparoscopy) เพือ่ตรวจนับและวัดขนาด CL
กระเปาะไข บนรังไขทั้งสองขาง และวัดขนาดของรังไขทั้งสองขาง (การวัดขนาดใชการประมาณ  
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โดยใชการเปรียบเทียบกับปลาย probe ทีท่าบลงบน CL หรือกระเปาะไขใหใกลกับตํ าแหนงที่เปน
ศูนยกลางมากทีสุ่ด)  และศึกษาลักษณะตางๆ  ของระบบสืบพันธุของแพะเพศเมีย ดังภาพที่ 1

กลุมที่ 1  กลุมควบคุม (แพะสาวที่มีวงรอบการเปนสัด และการตกไขตามธรรมชาติ)

 

                          

E = เปนสัด, L = Lapa

ภาพที่ 1  แผนภาพโปรแกรมการทํ า laparo

การชักนํ าใหแพะเปนสัดพรอมๆ กัน
การชกันํ าการเปนสัดพรอมๆ กัน 

PGF2α  ฉีดใหแพะทดลองในกลุมที่ชักนํ าให
3 และ 4)  2 คร้ัง  หางกัน  11  วัน การฉีดแ
ดวย CLO  250  ไมโครกรัม หลงัจากฉีด C
มากกวาปกติ  ดวย FSH แพะกลุมที่ 2  แล
เปน  8  โดส  (4/4, 3/3,  2/2  และ 1/1)  ฉ
(เชาประมาณ  7.00 น.  เย็นประมาณ  19.
3 ฉีด FSH ปริมาณ 15 mg NIH-FSH-P1 (
คร้ังที ่ 5 ของแพะกลุมที่ชักนํ าการตกไขมา
(CLO คร้ังที ่3) เมือ่แพะทดลองแสดงการเป
ระยะเวลาหลังจากฉีดฮอรโมน FSH และ 
อ่ืนๆ ทีสั่งเกตได หลังจากนั้นจึงนํ าแพะทดล
กบักลุมที่ 1   (แตไมจ ําเปนตองใชพอพันธุต
วาเวลานัน้เปนจุดเริ่มตนนับอายุของเอ็มบร
เอม็บริโอมอีาย ุ  1,  2,  3,  4,  5,  6  แ
คลายคลงึกนัมากที่สุด  เชน  ระดับเลือด  อ

ุ
   E

    0                          

roscopy 

scopy แพะกลุมที่ 1

ดวย cloprostenol 
เกิดการตกไขมากกวา
ตละครั้งจะฉีดใหในป
LO คร้ังที ่2 นับไปอีก
ะ  4 ฉีด  FSH  ปริม
ีดติดตอกัน  4  วันๆ ล

00 น.)  ดังภาพที่ 2 แล
3/3, 2/2, 1.5/1.5 และ
กกวาปกติ ฉีด CLO
นสัด จดบันทึกระยะเ

CLO จนถงึเวลาที่แพ
องที่เปนสัดไปผสมกับ
ัวเดิมก็ได) จนกวาแม
ิโอ  แพะกลุมที่  3  แ
ละ  7  วัน  โดยแพะท
ายุ  นํ้ าหนัก  และจํ าน
    L
ผสมพันธ
   E

    12     วนัที่

(CLO) ซึง่เปน analogue ของ 
ปกติ จํ านวน 20 ตัว (กลุมที่ 2, 
ริมาณ  1  มิลลิลิตร  ซึ่งประกอบ
 12 วัน จะชักนํ าใหเกิดการตกไข
าณ  20  mg NIH-FSH-P1 แบง
ะ  2  คร้ัง  หางกัน  12  ชั่วโมง  
ะ 4 ตามลํ าดับ  สวนแพะกลุมที่ 

 1/1) ดังภาพที่ 3 ในการฉีด FSH 
 รวมดวย เพื่อชักนํ าการเปนสัด 
วลาตางๆ ของวงรอบการเปนสัด 
ะเริ่มเปนสัด ตลอดจนพฤติกรรม
พอพันธุที่สมบูรณพันธุ เชนเดียว
แพะไมยอมใหพอพันธุผสมจะถือ
ละ  4  ผาตัดเก็บเอ็มบริโอเมื่อ
ี่เปนคูกัน (แพะที่มีองคประกอบ
วนครั้งการใหลูก)  จะผาตัดเก็บ
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เอม็บริโอเมื่ออายุเอ็มบริโอเทากัน  สวนกลุมที่  2  ผาตัดเก็บเอ็มบริโอเมื่อเอ็มบริโอมีอายุ  4,  5  
และ  6  วัน  วันละ  2  ตัว

กอนท ําการผาตัดเก็บเอ็มบริโอทุกครั้งจะตองทํ า Laparoscopy เพือ่ตรวจนับจํ านวน CL  
บนรังไขทั้งสองขางกอน หากพบวา

1. ไมมี  CL บนรังไขทั้งสองขาง
2. พบ  CL ทัง้หมดเพียง  1  อัน  บนรังไข ในแพะทดลองที่มีอายุเอ็มบริโอตั้งแต 1-4 วัน
3. พบ  CL จ ํานวน  2 อัน อยูบนรังไขขางละ 1 อัน  ในแพะทดลองที่มีอายุเอ็มบริโอตั้งแต 

1-4 วัน   
ทัง้สามกรณนีีจ้ะไมผาตัดเก็บเอ็มบริโอ แตถาแพะที่มีอายุเอ็มบริโอ 5, 6, และ 7 วัน หาก

ตรวจพบวามี CL จะผาตัดเก็บเอ็มบริโอจากแมแพะทดลองทุกตัว

กลุมที่ 2  ฉีด FSH 20 mg NIH-FSH-P1 + CLO

                                                     ฉีด FSH (mg)
       11 วนั                         4   4  3  3   2  2  1   1

    0           12   13    14    15                

E = เปนสัด  
ภาพที่ 2  แผนภาพโปรแกรมการผาตัดแพะกลุมที่ 2

ุ
 E

   0                    
    ผาตัด
4     5      6 ที่
ฉีด CLO  3rd
ผสมพันธ
ฉีด CLO 1st
 ฉีด CLO  2nd
วนั
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กลุมที่ 3 ฉีด FSH 15 mg NIH-FSH-P1 + CLO

                                                     ฉีด FSH (mg)
       11 วนั                         3  3   2  2 1.51.5 1  1

    0            12   13    14    15                

E = เปนสัด  
ภาพที่ 3  แผนภาพโปรแกรมการผาตัดแพะกลุมที่ 3

กลุมที่ 4  ฉีด FSH 20 mg NIH-FSH-P1 + CLO

                                                    ฉีด FSH (mg)
       11 วนั                         4   4  3   3  2  2  1   1

    0            12   13    14    15                

E = เปนสัด  

ภาพที่ 4  แผนภาพโปรแกรมการผาตัดแพะกลุมที่ 4

การตรวจการเปนสัด ตรวจการเปนสัดของแพะทด
ประมาณ 06.00-09.00 น. และชวงเย็นประมาณ 16.00-18.0
อยางนอย 30 นาที สังเกตการเปนสัดจากอาการและพฤติกรร
บอย ๆ  ปสสาวะบอย ๆ  อวัยวะเพศภายนอกบวมแดง  มีเม
แมแพะกระวนกระวายไมยอมพักผอน  ชอบปนตัวเมียดวยก

ุ
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teaser ปนทบั  ประกอบกับการดูจากสีที่ติดบริเวณสะโพกของแมแพะ  ซึ่งเกิดจากการปนทับของ
พอ teaser ที่มีแทงสีติดกับเอี๊ยมผูกไวที่หนาอก

ระดบัสีที่ติดบริเวณสะโพกจะแบงออกเปน 4 ระดับ คือ
ระดับที่  1 พบสติีดบริเวณสะโพกเพียงเล็กนอย สีไมชัด หรืออาจเปนรอยขีด หรือสภาพที่

พจิารณาแลวไมนาเกิดจากการปนทับของพอ teaser ซึ่งอาจเกิดจากสาเหตุอ่ืน ๆ โดยบังเอิญ
กรณนีีพ้ืน้ทีติ่ดสีไมถึง 10 เปอรเซ็นต ของพื้นที่สะโพกทั้งหมด

ระดับที่ 2 พบสติีดบริเวณสะโพกพื้นที่ติดสีมากกวา 10 เปอรเซ็นต  แตไมถึง 50
เปอรเซ็นต ของพื้นที่สะโพกทั้งหมด

ระดับที่  3  พบสติีดบริเวณสะโพก 50 เปอรเซ็นต  แตไมถึง 75 เปอรเซ็นตของพื้นที่สะโพก
ทัง้หมด

ระดบัที ่4  พบสีติดบริเวณสะโพก ต้ังแต 75 เปอรเซ็นต  ของพื้นที่สะโพกทั้งหมดจนถึงเต็ม
สะโพก

ระดบัทีถ่อืวาแมแพะแสดงอาการเปนสัดที่ชัดเจน คือ ระดับสีต้ังแต 2-4 สํ าหรับระดับที่ 1
ตองดอูาการอยางอื่นประกอบดวย เชน ลักษณะการใหความสนใจของ teaser การบวมแดงของ
อวยัวะเพศภายนอก  การมีเมือก เปนตน  ถาแมแพะไมมีอาการเหลานี้ประกอบดวย จะไมถือวา
เปนสดั  เพราะสีที่ติดอาจเกิดจากเหตุบังเอิญอื่น ๆ ที่ไมใชการยอมรับการปนทับของ teaser เชน
การเดินเบียดกันแทงสีไปโดนสะโพกหรือการแยงกันกินอาหารทํ าใหแพะสาวตัวเล็กอาจไปโดน
แทงสีจากพอตัวผูได

การนับวงรอบการเปนสัด  จะเริม่นบัความยาวของวงรอบการเปนสัด  ต้ังแตที่แมแพะ
แสดงอาการเปนสัดอยางชัดเจนในระยะ estrus เชน ยอมให teaser ปนทับไปจนถึงเริ่มระยะเดียว
กนันีใ้นการแสดงการเปนสัดของแมแพะในครั้งถัดไป

การนบัเวลาของระยะตางๆ ของการเปนสัด วงรอบการเปนสัดแตละวงรอบจะถูก
แบงออกเปน 4 ระยะตาม Bearden และ Fuquay (1984) เรียงตามลํ าดับดังนี้

ระยะที ่ 1 proestrus จะเริ่มนับระยะเวลาตั้งแตที่เห็นแพะเริ่มแสดงการเปนสัดพอ teaser
ใหความสนใจเดนิตามกระตุน พยายามที่จะปนทับ แตแมแพะไมอยูนิ่งจะเดินหนีไมยอมใหปน
อาจประกอบกบัการสังเกตอวัยวะเพศภายนอกเริ่มบวม หรืออาจมีเมือกออกมาจากอวัยวะเพศ
รวมดวย
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ระยะที ่2 estrus นับเวลาจากที่แมแพะยืนนิ่งยอมใหพอ teaser ปนทับไปจนถึงกระทั่งแม
แพะเริม่ไมยอม  และสังเกตจากลักษณะอื่นๆ ประกอบดวย เชน อาจดูที่บริเวณอวัยวะเพศภาย
นอกบวมแดง และขยายขนาดขึ้น มีเมือกออกมา เปนตน

ระยะที่ 3 metestrus เร่ิมต้ังแตเวลาที่แมแพะไมยอมใหพอ teaser ปนทับไปจนถึงเวลาที่
แมแพะสิน้สดุอาการเปนสัด พอ teaser ไมใหความสนใจอีกตอไป  และอาจดูจากอวัยวะเพศที่มีสี
ซดีลงและมีเมือกออกมานอยลงรวมดวย

ระยะที ่4 diestrus นับต้ังแตแพะหยุดแสดงการเปนสัด พอ teaser ไมสนใจไปจนถึงที่แม
แพะเริ่มแสดงการเปนสัดในระยะ proestrus ของวงรอบถัดไป

ตัวอยางการนับระยะ diestrus ของวงรอบการเปนสัดในแพะที่ชักนํ าดวย CLO คร้ังที่ 1, 2
และ 3  แสดงในภาพที่ 5

                          11 วัน                       14 วัน

              0

= เปนสัด  

ภาพที ่5  การนบัระยะ diestrus ของวงรอบการเปนสดัในแพะทีช่กัน ําดวย

การนบัระยะเวลาในการกลับมาเปนสัดของแมแพะหลังฉีดฮอรโมน
ฉีด CLO จนกระทัง่แมแพะกลับมาแสดงการเปนสัดในระยะ estrus

การนบัเวลาของแตละระยะใชวิธีที่ดัดแปลงมาจากจรวย (2540) 
จุดเวลาที่สังเกตเห็นพฤติกรรมของระยะหนึ่งไปชนกับจุดเวลาที่สังเกตเห็น
หนึง่ แตจะใชการคํ านวณโดยถือเกณฑ แบงเวลาออกเปนสวน ๆ ตามเหต
จะเกดิตอเนือ่งกัน เชน ตอนเย็นวันที่ 1 มาเช็คสัดแพะเวลา 16.00-17.

ุ

  ผาตัด
ผสมพันธ
ฉีด CLO 1st
 ฉีด CLO  2nd
 CLO คร้ังที ่1, 2 และ 3

  จะเริ่มนับต้ังแตการ

โดยจะไมนบัเฉพาะตรง
พฤติกรรมของอีกระยะ
ุการณที่เกิดขึ้น หรือนา

00 น. พบวา แพะไมม

ที่
วนั
ฉีด CLO  3rd
E
 E
 E
 E
E
E

Diestrus วงรอบ 1
 Diestrus วงรอบ 2
 Diestrus วงรอบ 3
ี
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อาการเปนสดั (อยูในระยะ diestrus ของวงรอบที่ผานมา) ตอนเชาของวันที่ 2 มาเช็คแพะเวลา
08.00-09.00 น. พบวา แพะอยูในระยะ estrus ตอนเย็นเช็คแพะเวลา 17.00-18.00 น. พบวา แพะ
อยูในระยะ metestrus แลว ดังนั้นจึงแบงระยะเวลาระหวาง 17.00 ของวันที่ 1 จนถึง 08.00 น.
ของวนัที ่2 (15 ชม.) ออกเปน 3 สวน ๆ ละ 5 ชัว่โมง  โดย 5 ชั่วโมงแรกจะแบงไปนับรวมเปนเวลา
ของระยะ diestrus ของวงรอบที่ผานมา 5 ชั่วโมงถัดมาเปนเวลาของระยะ proestrus ของวงรอบ
ใหม  และ 5 ชัว่โมงสดุทายจะนบัไปรวมเวลาใหกบัระยะ estrus ของวงรอบใหม และแบงเวลาระหวาง
08.00-17.00 น. ของวนัที ่2 (9 ชม.) ถูกแบงออกเปน 2 สวน ๆ ละ 4 ชั่วโมง 30 นาที เทา ๆ กัน โดย
4 ชัว่โมง 30 นาทแีรก  จะแบงไปนับรวมเปนเวลาของระยะ estrus และ 4 ชั่วโมง 30 นาทีหลังจะ
นบัไปรวมเปนเวลาใหแกระยะ metestrus การคิดเวลาของแตละระยะการเปนสัด จะถือเกณฑการ
คํ านวณท ํานองเดียวกับที่ไดยกเปนตัวอยางมานี้แลวทั้งหมด

การเจาะทองแพะ (laparoscopy)
           1. งดใหอาหารแพะกอนการเจาะทองเปนเวลา 24 ชั่วโมง แตมีนํ้ าใหกินตลอดเวลา
           2. ท ําใหแพะสลบโดยฉีดยาสลบ Rompun (xylazine hydrochloride) ใหในขนาด 0.10 
มลิลิลิตรตอนํ้ าหนักตัว 10 กิโลกรัม เขาบริเวณกลามเนื้อคอ
           3. เมือ่แพะสลบจะโกนขนบริเวณทอง ต้ังแตบริเวณฐานเตานมจนถึงแนวของกระดูกซี่โครง
ประมาณ 15X20 ตารางเซน็ตเิมตร แลวลางทํ าความสะอาดดวยนํ้ าเช็ดใหแหงดวยผาที่สะอาด
แลวทาทิงเจอรไอโอดีนบริเวณที่โกนขน
            4. ยกแพะขึน้โตะเหล็กสํ าหรับยึดแพะซึ่งสามารถปรับระดับได จัดใหแพะนอนหงายหอย
หวัลงท ํามมุประมาณ 60 องศา กับระดับพื้น โดยยึดขาทั้ง 4 ไว
            5. ใช trocar-cannula เจาะทองดานขวาในตํ าแหนงที่ต่ํ าลงมาจากเตานมประมาณ 2 นิ้ว 
และหางจากแนวแกนกลางของทองประมาณ 1.5 นิ้ว
            6. ใช trocar-cannula ซึง่มทีอสํ าหรบัใสแกสอยู เจาะทองดานซายในต ําแหนงเดยีวกบัดาน
ขวา (ในกรณทีีค่นถนดัซาย เพือ่ความสะดวกในการปฏบัิติ ควรยายมาเจาะในต ําแหนงดานขวาแทน
และการเจาะทองตามขอ 5 ยายมาเจาะในต ําแหนงดานซายแทน)
            7. ดึง trocar ออกจาก cannula ทัง้สองขางแลวเอา probe และกลอง laparoscope ใส
เขาไปทางดานขวาและดานซาย ตามลํ าดับ
            8. ตอสาย fiber light transmitting cable กบักลอง laparoscope และเครื่องกํ าเนิดแสง
แลวใชกลอง laparoscope สองดภูายในวาเจาะผานชั้นไขมันเขาไปในชองทองแลวหรือสองไป
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ทางดานขางเจอมัดกลามเนื้อตรงโคนขา หลังจากนั้นปลอยแกสคารบอนไดออกไซดเขาไปในชอง
ทองในระดบัพอเหมาะ โดยสังเกตจากผนังทองปองขึ้นมาเล็กนอย
            9.ใชกลอง laparoscope และ probe ชวยในการเขี่ยหารังไขเพื่อดูจํ านวน ขนาด ลักษณะ
ของ CL และกระเปาะไข บนรังไขขางซายและขางขวา  ดังภาพที่ 6
หมายเหตุ : อุปกรณทกุชนดิกอนใชเจาะทองแพะทํ าการฆาเชื้อโรคโดยแชไวในนํ้ ายาฆาเชื้อ

ภาพที่ 6  การเจาะทองแพะ (laparoscopy)

วธิกีารผาตัดเก็บเอ็มบริโอ
 1. อดอาหารและนํ้ าแมแพะกอนที่จะทํ าการผาตัดเปนเวลา  24  ชั่วโมง

2. ฉีดยาสลบ  Rompun  (xylazine hydrochloride) ขนาด 0.12 มิลลิลิตรตอนํ้ าหนักตัว 
10 กโิลกรมั เขากลามเนื้อบริเวณคอ เมื่อแพะสลบทํ าการโกนขนบริเวณทอง ต้ังแตบริเวณฐานเตา
นมจนถงึกึง่กลางชองทอง แลวลางทํ าความสะอาดดวยนํ้ า

3. น ําแมแพะขึน้โตะผาตัดซึ่งปรับระดับได  จัดใหแมแพะนอนหงาย  โดยใหสวนหัวตํ่ ากวา
สวนทายเลก็นอย  เช็ดทํ าความสะอาด  และฆาเชื้อบริเวณผนังทองที่จะทํ าการผาตัดดวยทิงเจอร
ไอโอดีน

4. ใชผาคลุมตัวสัตว  4 ผืน  คลุมปดตัวสัตวโดยเปดชองตรงบริเวณที่จะผาตัด  ประมาณ  
10x20 เซน็ตเิมตร เปดผาชองทองระหวางฐานเตานมซายและขวายาวประมาณ 10-15 เซ็นติเมตร 
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ดวยใบมดีผาตัดเบอร  24  ดึงจับมดลูกขึ้นมาบริเวณแผลรอยเปดดวยความนุมนวลและระมัดระวัง  
ตรวจนับ CL และจ ํานวนกระเปาะไขขนาดตางๆ บนรังไขทั้งสองขาง พรอมทั้งวัดขนาดโดยใชเวอร
เนีย ดังภาพที ่7 สํ าหรับแมแพะทดลองที่มีอายุเอ็มบริโอ 1-3 วัน จะใชกรรไกรเลาะพังผืดที่อยูรอบๆ 
ทอน ําไขออก และใชไหมละลายมัดตรงรอยตอระหวางทอนํ าไขกับปกมดลูก (uterotubal junction) 
เสร็จแลวจึงตัดสวนของทอนํ าไขทั้งหมดเก็บไวในบีกเกอรที่มีนํ้ ายาชะลางเอ็มบริโอ เก็บไวในอาง
ควบคุมอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส เพื่อรอการชะลางและตรวจหาเอ็มบริโอตอไป แมแพะ
ทดลองทีม่อีายเุอ็มบริโอ 4-5 วัน จะตัดตรงกึ่งกลางของปกมดลูกและสวนของทอนํ าไขทั้งหมด เก็บ
ไวในในบกีเกอรทีม่นีํ ้ายาชะลางเอ็มบริโอ เก็บไวในอางควบคุมอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส  เพื่อ
รอการชะลางและตรวจหาเอ็มบริโอเชนกัน  สวนแพะทดลองที่มีอายุเอ็มบริโอ  6-7  วัน จะใชปาก
คีบ  จับตรงบริเวณรอยตอของปกมดลูกกับทอนํ าไข  แลวใชทอสเตนเลสเสนผาศูนยกลาง 2 
มลิลิเมตร ยาวประมาณ  2  นิ้ว    เจาะใตบริเวณที่จับดวยปากคีบเล็กนอย กรณีเจาะไมเขาจะใช
เขม็ปลายแหลมเจาะนํ ากอน เมื่อสอดทอสเตนเลสเขาไปในทอปกมดลูกแลวจะมัดปกมดลูก ตรง
บริเวณที่สอดทอสเตนเลสเขาไปดวยไหมเย็บแผล  เพื่อปองกันการหลุดของทอ  สวนปลายทออีก
ดานจะตอกับสายยางซิลิโคน  เพื่อรองรับเอ็มบริโอ ใชปากคีบอีกตัวจับตรงรอยแยกของปกมดลูก 
ทีแ่บงปกมดลูกออกเปนสองทาง (bifurcation) เพือ่ปองกันไมใหนํ้ ายาชะลางเอ็มบริโอไหลเขาไป
ในมดลูก (uterus) ใชเขม็เบอร 18 ที่ตัดปลายและฝนจนทู แทงใหทะลุเขาไปในปกมดลูกแลวตอ
ดวยกระบอกฉีดยาที่บรรจุนํ้ ายาชะลางเอ็มบริโอประมาณ  20-50 มิลลิลิตร  เพื่อชะลางเอ็มบริโอ 
ที่อยูในปกมดลูกใหไหลออกผานทางทอสเตนเลสที่ตอกับสายยางซิลิโคนลงในบีกเกอรที่เตรียมไว
รองรับเอม็บริโอ  ดังภาพที่ 8 แลวนํ าไปเก็บไวในอางควบคุมอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส เพื่อรอ
การตรวจหาเอม็บริโอตอไป  และทํ าการชะลางเก็บเอ็มบริโอจากปกมดลูกอีกขางโดยทํ าเชนเดียว
กนั (โดยจะทํ าการชะลางเอ็มบริโอเฉพาะปกมดลูกขางที่มี CL  บนรังไขเทานั้น)

5. จบัรังไขและปกมดลูก ใสคืนกลับสูตํ าแหนงปกติในชองทองผานทางรอยแผลผา ฉีด
หยดยาปฏชิวีนะลงในชองทองประมาณ  1  มิลลิลิตร  เย็บปดแผลชองทอง  3  ชั้น  ชั้นแรกเย็บเย็บ
เยือ่บุชองทองดวยไหมละลาย  ชั้นที่  2  เย็บชั้นกลามเนื้อดวยไหมละลายเชนเดียวกัน  สวนเข็มที่  
3  เยบ็ชัน้ผวิหนงัดวยไหมเย็บแผล  หลังจากนั้นฉีดยาปฏิชีวนะ (Pendistrep LA เพือ่ปองกันการ
อักเสบและติดเชื้อในปริมาณ 1 มิลลิลิตร ตอนํ้ าหนักตัว 20 กิโลกรัม หลังจากผาตัดเสร็จจะตองให
สัตวพกัในโรงเรือนที่มีนํ้ าและอาหารเตรียมไวใหอยางเพียงพอ ดูแลสัตวอยางใกลชิด เมื่อครบ 7 
วนั หลงัจากผาตัดทํ าการตัดไหม
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6. น ํานํ ้ายาที่ชะลางเอ็มบริโอที่ไดไปตรวจหาเอ็มบริโอ ภายใตกลองจุลทรรศนชนิดเตอริโอ
ทีก่ ําลงัขยาย 10-40 เทา เพื่อนับจํ านวน จํ าแนกระยะของการพัฒนา และประเมินคุณภาพของ
เอ็มบริโอที่ไดอยางละเอียดตอไป

ภาพที่ 7  การวัดขนาดของ CL

ภาพที่ 8  การเก็บเอ็มบริโอจากปกมดลูกแมแพะ



27

การตรวจหา และการประเมินคุณภาพของเอ็มบริโอ
         1. น ําสวนของทอนํ าไขที่ตัดจากแมแพะทดลอง เลาะเอาพังผืดออกเพื่อใหทอนํ าไขตรง ฉีด
นํ ้ายาชะลางเอ็มบริโอจากปลายอีกขางของทอนํ าไขใหไหลออกทาง fimbrea รองใสบีกเกอรไว ฉีด
ชะลางซํ ้าอกีครัง้หนึ่ง (แตละครั้งใชนํ้ ายาชะลางปริมาณ 20 มิลลิลิตร) ทํ าเชนเดียวกันกับทอนํ าไข
อีกขาง เก็บนํ้ ายาที่ชะลางเอ็มบริโอในแตละขางของทอนํ าไขไวคนละบีกเกอรกัน
            2. น ํานํ ้ายาทีช่ะลางเอ็มบริโอไปตรวจหาเอ็มบริโอ โดยเทนํ้ ายาชะลางเอ็มบริโอลงใน petri 
dishes ทีตี่ชองตารางไวแลว ภายใตกลองจุลทรรศนชนิดสเตอริโอที่กํ าลังขยาย 10-40 เทา

3. นบัจ ํานวน และดูดเอ็มบริโอดวยหลอดแกวที่ดัดแปลงพิเศษสํ าหรับดูดเอ็มบริโอ เพื่อ
ยายลงใน petri dishes ทีเ่ตรยีมไวในการตรวจดูเอ็มบริโออยางละเอียด ภายใตกลองจุลทรรศนที่
ตอเขากับกลองถายรูป ที่กํ าลังขยาย 400 เทา

4. จ ําแนกเอ็มบริโอวาอยูในระยะ (stage) ใดของการเจริญพัฒนา คุณภาพของเอ็มบริโอ
แบงออกเปน 4 เกรด ตามแบบของ Lidner และ Wright (1983) ดังนี้

เกรด 1 คุณภาพดีเยี่ยม (excellent) เอ็มบริโอมีลักษณะเปนทรงกลม มีความ
สมมาตร ขนาด สี และโครงสรางเนื้อเยื่อมีลักษณะเฉพาะของแตละเซลล แทบไมมีสวนที่ผิดปกติ
ของเซลล
                   เกรด 2  คุณภาพดี (good)  โครงสรางของเซลลไมคอยสมํ่ าเสมอ มีสวนของเซลลและ
เศษเนื้อเยื่อเซลลที่ผิดปกติบางเล็กนอย

       เกรด 3  คุณภาพพอใช  (fair)  เอม็บริโอสวนใหญสามารถมีชีวิตตอไปได แตมีรูปราง
ไมสมํ ่าเสมอ มีสวนของเซลลที่ผิดปกติ และเศษเนื้อเยื่อเปนจํ านวนมาก

เกรด 4  เอ็มบริโอที่เสื่อมสภาพ (degenerate) เปนเอ็มบริโอที่ตายแลวหรือมีการ
พฒันาชา ไมสัมพนัธกับอายุ เชน เอ็มบริโอที่มีอายุ 6 วัน โดยปกติจะพัฒนาถึงระยะ morula หรือ 
blastocysts แตกลับพัฒนาได 1-2 เซลล หรือ 8-16 เซลล

5. เมือ่จ ําแนกคุณภาพของเอ็มบริโอเสร็จ ถายรูป หลงัจากนัน้นํ าเอ็มบริโอไปเพาะเลี้ยงตอ
ในหลอดทดลองที่มีนํ้ ายา PBS ผสมซร่ัีมแมแพะ 10 เปอรเซ็นต ปดหลอดทดลองดวยพาราฟน นํ า
ไปเกบ็ไวในอางควบคุมอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส หลังจากนั้น 24 ชั่วโมง จึงนํ าเอ็มบริโอมา
ตรวจดอีูกครั้ง เพื่อยืนยันผลการประเมินคุณภาพในครั้งแรก
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การเตรยีมนํ ้ายาชะลาง และนํ้ ายาเพาะเลี้ยงเอ็มบริโอ (ปริมาตร 100 มิลลิลิตร)
1. นํ าซร่ัีมแมแพะทีเ่ตรียมไวไปอุนในอางควบคุมอุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที
2. รินนํ้ าเกลือสูตร Lactated Ringer’s Solution ปริมาตร 90 มิลลิลิตร ตวงซีร่ัมแมแพะ

ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันแลวนํ าไปอุนในอางควบคุมอุณหภูมิใหสารละลายมีอุณหภูมิ
ที ่37 องศาเซลเซียส แลวจึงนํ าไปชะลางเอ็มบริโอ

3. ในกรณทีีเ่ตรยีมนํ ้ายาเพื่อเพาะเลี้ยงเอ็มบริโอ จะทํ าเชนเดียวกับขอ 1 และ 2 ขางตนแต
จะใชสารละลาย PBS แทนนํ้ าเกลือสูตร Lactated Ringer’s Solution

การเตรียมซรีัม่จากแมแพะ
 1.  จบัแพะโดยขึ้นครอม แลวจับสวนหัวใหเงยหนาขึ้น

2. ใชหวัแมมือซายกดตรงเสนเลือดดํ าใหญ เสนเลือดจะนูนชัดขึ้น
3.  ใชสํ าลีชุบแอลกอฮอลเช็ดบริเวณที่จะเจาะเลือด
4.  ใชเขม็เบอร 18 ความยาว 1 นิว้ครึง่ แทงเจาะใหเขาไปในเสนเลอืด เลอืดจะไหลผานเขม็

สูหลอดแกวทีร่องตอกบัรูกนเขม็ ดังภาพที ่ 9 เมือ่เลอืดไหลพยายามจบัแพะใหอยูนิง่ๆ พยายามอยา
ขยบัปลายเขม็ไปมา เพราะอาจจะท ําใหปลายเขม็หลดุออกจากเสนเลอืด และท ําใหเลอืดหยดุไหลได

5. เมือ่ไดเลือดตามที่ตองการ (ปริมาณ 30 มิลลิลิตร ) ใชสํ าลีชุบแอลกอฮอล กดตรงปลาย
เขม็ทีเ่จาะตรงเสนเลือด แลวคอยๆ ถอดเข็มออก กดไวประมาณ 30 วินาที หรือจนเลือดหยุดไหล

6. น ําเลอืดแมแพะที่ไดแบงใสหลอดแกว แลวนํ าไปแยกซีร่ัมโดยเครื่อง Centrifuge ยี่หอ 
Clay Adams รุน CAT. No. 0158 นาน 30 นาท ีรินเอาเฉพาะสวนที่เปนซีร่ัมที่อยูขางบน เก็บไวใน
ตูเย็นไวใชตอไป

ภาพที่ 9  การเจาะเลือดจากเสนเลือดดํ าใหญที่ลํ าคอแมแพะ
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การเก็บขอมูล

แมแพะ
จ ํานวนแมแพะที่แสดงการเปนสัด
จ ํานวนแมแพะที่กลับสัด และไมกลับสัดหลังฉีด CLO และ FSH
จ ํานวนแมแพะที่กลับสัดหลังผสมพันธุ
จ ํานวนแมแพะที่อุมทองปกติจนกระทั่งคลอดลูก
จ ํานวนลูกที่คลอด นํ้ าหนักแรกคลอด และ เพศของลูกที่คลอด
ระยะเวลาในการอุมทอง

การเปนสัด
วงรอบการเปนสัดของแมแพะทดลอง
ระยะเวลาของระยะตางๆ ของวงรอบการเปนสัด
ระยะเวลาหลังฉีดฮอรโมนถึงเวลาที่แพะแสดงการเปนสัดระยะ estrus
พฤตกิรรมการเปนสัดของแพะ และขอมูลอ่ืนๆ

รงัไข และ CL
จ ํานวน CL บนรังไขทั้งสองขาง
ขนาดของ CL และรังไข (วดัขนาดโดยใชเวอรเนีย แตกลุมควบคุมใชวิธีการ
ประมาณ)
สี ลักษณะรูปทรง และรายละเอียดอื่นๆ ที่พบ

กระเปาะไข (ศกึษาเฉพาะที่มีขนาดเสนผาศูนยกลางมากกวา 2 มิลลิลิตร ขึ้นไป)
จ ํานวนกระเปาะไขที่พบบนรังไข
ขนาดของกระเปาะไข (วัดขนาดโดยใชเวอรเนีย แตกลุมควบคุมใชวิธีการ
ประมาณ)
สี ลักษณะของกระเปาะไข และรายละเอียดอื่นๆ ที่พบ
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เอ็มบริโอ
จ ํานวนเอ็มบริโอที่เก็บไดจากระบบสืบพันธุของแมแพะ
จ ํานวนไขที่ไดรับการปฏิสนธิ
ระยะ (stage) ของเอ็มบริโอที่เก็บได
สี ลักษณะของเอ็มบริโอ และรายละเอียดอื่นๆ ที่พบ
จ ํานวนเอ็มบริโอที่สามารถยายฝากได

การวเิคราะหขอมูลทางสถิติ
ระยะเวลาหลังจากฉีดฮอรโมนจนถึงเวลาที่แพะแสดงการเปนสัด  ระยะเวลาของระยะ

ตางๆ ของวงรอบการเปนสัด  จํ านวนและขนาดของ CL  กระเปาะไข ขนาดรังไข จํ านวนไขที่ไดรับ
การปฏสินธ ิ และไมไดรับการปฏิสนธิ จํ านวนเอ็มบริโอที่สามารถยายฝากได แสดงในรูปคาเฉลี่ย 
และสวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน  

เปรียบเทียบความกวางและความยาวของรังไข  จํ านวนกระเปาะไขทุกขนาดบนรังไข  
ระหวางขางซายและขางขวา  ในแพะทดลองกลุมเดียวกัน โดยวิธีเปรียบเทียบแบบการจับคู 
(paired T-Test)

อัตราการเปนสัดหลังจากฉีดฮอรโมนเพื่อชักนํ าการเปนสัดพรอมๆ กัน  หลังการฉีด
ฮอรโมนชกัน ําการเปนสัดครั้งที่ 1, 2  และการฉีดฮอรโมนชักนํ าการเปนสัดหลังจากการฉีดฮอรโมน
ชักนํ าการตกไขมากกวาปกติ (คร้ังที่ 3) เปรียบเทียบสัดสวนของกระเปาะไขระหวางกลุมแพะ
ทดลอง  โดยใช Chi-square หากพบความแตกตางระหวางกลุมแพะทดลอง ตรวจสอบความแตก
ตางของสัดสวนโดยแยกเปรียบเทียบทีละคู

จ ํานวน CL จ ํานวนกระเปาะไขขนาดใหญ วิเคราะหโดยวิธี Kruskal-Wallis Test หากพบ
ความแตกตางของคาเฉลี่ย จะเปรียบเทียบความแตกตางโดย แยกเปรียบเทียบทีละคู โดยวิธี 
Wilcoxon Rank  Sum Test

ระยะเวลาเฉลี่ยหลังจากฉีดฮอรโมนจนถึงเวลาที่แพะแสดงการเปนสัด  หลังจากฉีด
ฮอรโมนชกัน ําการเปนสัดครั้งที่ 1, 2 และ 3  ระยะเวลาเฉลี่ยของระยะตางๆ  ของวงรอบการเปนสัด 
ระยะเวลาเฉลีย่หลังจากฉีดฮอรโมนจนถึงเวลาที่แพะแสดงการเปนสัด  ระยะเวลาของระยะตางๆ  
ของวงรอบการเปนสัด  ความยาววงรอบการเปนสัด ระหวางแพะทดลอง 4 กลุม  โดยวิเคราะห
ความแปรปรวน (Analysis of Variance) โดยวิธี general linear model (GLM) แบบแผนการ
ทดลองแบบสุมตลอด (Completely randomized design, CRD) และเปรียบเทียบความแตกตาง
ของคาเฉลี่ยโดยวิธี Duncan’s multiple range test (DMRT) โดยใชโปรแกรม SAS (1985)

)( SDX ±
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สถานทีแ่ละระยะเวลาในการทดลอง
การวจิยัครัง้นี้ดํ าเนินการที่หมวดแพะและแกะ และหองปฏิบัติการของภาควิชาสตัวศาสตร  

คณะทรพัยากรธรรมชาติ  มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร  วิทยาเขตหาดใหญ  สงขลา
ระยะเวลาทํ าการทดลอง  เร่ิมตน : มกราคม  2544  ส้ินสุด : พฤษภาคม  2545
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