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บทคัดย่อ
กานพลูมีสารยูจีนอลที่ใช้เป็นยาชา และยาสลบ แต่การขยายพันธุ์กานพลูท�าได้ยาก วัตถุประสงค์การวิจัยครั้งนี้จึง (1) ศึกษา

อัตราการเกิดแคลลัสกานพลูบนอาหาร WPM จ�านวน 21 สูตร (2) ทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดแคลลัสกานพลูต่อการสงบนิ่งของ

ปลาดุกอุยเทศ ท�าการทดลองเพาะเลี้ยงส่วนใบ ตายอด และตาข้างกานพลูบนอาหาร WPM 7 สัปดาห์ จึงน�าชิ้นส่วนที่มีอัตรา

การรอดสูงสุดมากระตุ้นให้เกิดแคลลัสบนอาหาร 21 สูตร เป็นเวลานาน 6 สัปดาห์ จากนั้นน�าแคลลัสกานพลูที่เจริญดีมาสกัด

ด้วยเอทิลแอลกอฮอล์ 95 เปอร์เซ็นต์ ความเข้มข้น 0, 1, 2, 3, 4, 5 ppm และ MS-222 10 ppm ( 5 ซ�้า) เพื่อศึกษาฤทธิ์สงบนิ่ง 

และการฟ้ืนของปลาดกุอยุเทศ ผลการศกึษาพบว่าชิน้ส่วนใบกานพลมูอีตัราการรอดสงูทีส่ดุ 28 เปอร์เซน็ต์ และอาหารสตูรที ่17 

ที่เติม TDZ 0.05 ppm และ 2,4-D 0.5-3.0 ppm กระตุ้นแคลลัสใบกาพลูได้ดีที่สุดขนาด 0.5 เซนติเมตร หนัก 0.5 กรัม และสาร

สกดัแคลลสัใบกานพลูท่ีความเข้มข้น 5 ppm ท�าให้ปลาดกุอยุเทศมีการเคลือ่นไหวช้าท่ี 99.03±2.07 นาท ีอาการสงบนิง่ 1.45±0.87 

นาที จึงฟื้นสู่การตอบสนอง 2.12±0.34 และว่ายน�้าปกติ 2.52 ±0.12 นาที ผลการศึกษานี้ชี้ให้เห็นว่าสารสกัดแคลลัสใบกานพลูมี

ฤทธิต่์อการสงบนิง่ของปลาดกุอยุเทศ และมคีวามปลอดภัยต่อปลามากกว่าสาร MS-222 เนือ่งจากปลามีระยะเวลาในการฟ้ืนตวั

รวดเร็ว และมีอาการปกติ

ค�ำส�ำคัญ : การสงบนิ่ง ปลาดุกอุยเทศ การเพาะเลี้ยงแคลลัส กานพลู

Abstract
Clove contains a high concentration of eugenol, which has been used extensively for sedation and its anesthetic 

properties. But it is difficult to cultivate clove plants. The aims of this research were to:- (1) study the callus growth 

rate on WPM with 21 different growth regulators (2) to test the sedative activities of clove callus extract on sedation 

of hybrid catfish (10-15 cm, 10-15 g). The methodologies of leaf, axillary bud, and lateral bud cultures on WPM were 

studied for 7 weeks. Then the highest survival rate was to induce new callus in 21 WPMs for 6 weeks. The best growth 

callus was extracted with 95% ethanol at the dose of 0, 1, 2, 3, 4 and 5 ppm compared with MS-222 (5 Rep.) at 10 

ppm for sedation and recovery of hybrid catfish. The results found that clove calluses grow up 0.5 cm, weight gain of 

0.5 grams per callus. At 5 ppm the extract of clove callus stimulated catfish caught to show slow motion at 99.03 ± 

2.07 min, sedative response at 1.45±0.87 min and recovered to slow motion at 2.12±0.34 and then recovered to 

normal fish at 2.52±0.12 min. The results of this study showed that cloves callus was safer on hybrid catfish than 

MS-222 because of its rapid recovery time to normal fish.
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บทน�ำ
ปลาดุกอุยเทศ (Hybrid catfish; Clarias macrocephalus × 

Clarias gariepinus) เป็นปลาลูกผสมระหว่าง ปลาดุกเทศ 

(Clarias gariepinus Burchell) และปลาดุกอุย (Clarias mac-

rocephalus Günther) ซึ่งเป็นปลาน�้าจืดที่ได้รับความนิยมรับ

ประทานของคนไทย โดยใช้ประกอบอาหาร ปิ้งย่าง ลาบ และ

ผัดเผ็ดปลาดุก เป็นต้น และยังเป็นปลาน�้าจืดที่มีความส�าคัญ

ทางเศรษฐกิจเป็นอันดับสองของประเทศไทยรองจากปลานิล 

เนื่องจากปลาดุกเป็นปลาที่มีคุณค่าทางโปรตีนสูงโดยให้

โปรตนี 23 กรมั ต่อน�า้หนักปลา 100 กรมั แต่การเลีย้งปลาดกุ

อยุเทศกพ็บปัญหาในเรือ่งการอนบุาลและการขนส่ง เพราะใน

ระหว่างการขนส่งปลาดุกมกัจะเกดิความเครียดจากเสยีดสกีนั

จึงท�าให้ปลาอ่อนแอ และเป็นแผลติดเชื้อได้ง่าย เกษตรกรจึง

ใช้สารเคมี เช่น MS-222 ในการท�าสลบปลาและป้องกันการ

ตดิเช้ือก่อโรคในปลาเพราะออกฤทธิไ์ด้รวดเรว็ แต่ต้องพกัปลา

ก่อนน�าไปบรโิภคนานถงึ 21 วนั จงึจะปลอดภยั1 เพ่ือลดปัญหา

สารพิษตกค้างก่อนจ�าหน่ายให้แก่ผู ้บริโภค จึงมีการน�า

สมุนไพรมาใช้ในการท�าสลบและฟื้นปลามากขึ้น 

 กานพลู (Syzygium aromaticum L.) เป็นพืช

เศรษฐกจิทีจ่ดัอยูใ่นวงศ์ชมพู่ ต้นกานพลเูป็นไม้ยืนต้นและเป็น

สมุนไพรชนิดหนึ่งที่มีความนิยมใช้เป็นยาชาเฉพาะที่ ยาแก้

ปวดฟัน นอกจากนียั้งมสีรรพคณุทางยาอกีมากมาย มรีายงาน

ว่ากานพลูขนาด 750 มิลลิกรรมต่อน�้าหนักตัวหนูแรทหนึ่ง

กิโลกรัมออกฤทธิ์ท�าให้หนูแรทหลับได้นานที่สุด 146.2±7.66 

นาทซีึง่ถอืว่าเป็นฤทธิผ่์อนคลายต่อสตัว์ทดลอง2 จงึนยิมน�ามา

ใช้เป็นเครื่องเทศและผสมในต�ารับยาไทย เนื่องจากกานพลูมี

สารส�าคัญคือ ยูจีนอล(eugenol) พบได้ในส่วนของดอกตูม  

ผล ต้น เปลอืก และจากรายงานของ สรุยิเมธนิทร์ วงศ์เผ่าสกลุ 

และคณะฯ (2560)3 พบสารยจีูนอลในดอกแห้ง (62.53%) และ

ใบกานพลู (79.62%) นอกจากนี้ยังมีการใช้น�้ามันหอมระเหย

ในบัญชียาสมุนไพรตามประกาศคณะกรรมการแห่งชาติด้าน

ยา (ฉบับที่ 5) นอกจากนี้มีงานวิจัยหลายแห่งที่ใช้น�้ามันจาก

ดอกกานพลูมียูจีนอลสูงถึง 82.3-91.4%4 และน�ามาใช้เป็นยา

ระงับความรู้สึกสัตว์น�้า5 แทนสารเคมีในท้องตลาดเพื่อลด

ปรมิาณสารพษิตกค้างในสตัว์น�า้ก่อนจ�าหน่ายแก่ผู้บริโภค โดย

ใช้น�้ามันกานพลูเพื่อพักและอนุบาลสัตว์น�้าขณะท�าการขนส่ง

ไปยงัฟาร์ม และแหล่งเพาะพนัธุ์6 ทัง้นีม้รีายงานว่าปลาทีไ่ด้รบั

ยาสลบ MS-222 กับน�้ามันกานพลูที่ความเข้มข้นเท่ากันปลา

สามารถกินอาหารได้ปกติภายหลังสลบด้วยกานพลู 4 ชั่วโมง 

และกินอาหารได้ 48 ชั่วโมงเมื่อได้รับ MS-2227 ปัญหาในการ

ขยายพันธุ์กานพลู เช่น การเพาะเมล็ดภายหลังการเก็บเกี่ยว

กานพลมีูอนัตราการงอกประมาณร้อยละ 90 และอตัราการงอก

จะลดลงอย่างรวดเร็ว ท�าให้กานพลูเป็นพืชเศรษฐกิจท่ีหาได้

ยากในท้องตลาดจึงมรีาคาดอกแห้งกโิลละ 750-800 บาท หาก

การศึกษาวิจัยสามารถน�าวิธีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชมาช่วย

เร่งให้เกิดแคลลัส (callus) ดังรายงานของ Malamug (1991)1 

ท่ีได้ศึกษาเรื่องการเพาะเล้ียงเนื้อเย่ือขิงในอาหารที่มีการเติม

ฮอร์โมน 2,4-D 1.0 ppm และเติมฮอร์โมน NAA 0.5 มิลลิกรัม

ต่อลิตร ร่วมกับ BA 0.5-1.0 ppm โดยเพาะเลี้ยงภายใต้สภาพ

อุณหภูมิ 24 องศาเซลเซียส ทั้งที่มีแสงและที่มืดเป็นเวลา 1 

เดือน พบว่ามีการชักน�าให้เกิดแคลลัสได้ 100 เปอร์เซ็นต์7 

ส�าหรบักานพลเูป็นไม้ยนืต้นทีม่สีารฟีนอลกิสูงเป็นอุปสรรคใน

การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ แต่สามารถกระตุ้นให้เกิดแคลลัสได้ใน

อาหารสูตร WPM ที่เติมฮอร์โมน TDZ (0.1 ppm) และ 2,4-D 

(0.1 ppm)9

 การเพาะเลีย้งแคลลัส เพือ่กระตุน้เนือ้เยือ่ให้เป็นกลุม่

ก้อนของเซลล์ทีมี่การแบ่งตวัอย่างรวดเรว็ ใช้ประโยชน์ในการ

ขยายพนัธุพ์ชื โดยชกัน�าให้ชิน้ส่วนพชืมกีารแบ่งเซลล์เกดิเป็น

แคลลัสแล้วเจริญเติบโตเกิดเป็นหน่อ หรือต้นพืชที่มีการคัด

เลือกแคลลัสที่มีคุณสมบัติบางประการ เช่น ทนเค็ม ทนสาร

ฆ่าวัชพืช ดังนั้นการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเป็นวิธีการหน่ึงที่ใช้ใน

การปรบัปรงุพนัธุพ์ชื ความส�าเรจ็ในการเพาะเลีย้งแคลลสัของ

พืชใบเลี้ยงคู่มักได้จากส่วนใบเลี้ยง ส่วนท่ีอยู่เหนือใบเลี้ยง 

ปลายยอด ส่วนทีอ่ยูใ่ต้ใบเลีย้ง และราก ในพชืใบเล้ียงเดีย่วได้

จากส่วนของใบอ่อน ปลายยอด ดอกอ่อน ขึน้อยูก่บัสารควบคุม

การเจริญเติบโต (Growth regulators) โดยเฉพาะออกซินและ

ไซโตไคนิน ซึ่งสัดส่วนของฮอร์โมนทั้ง 2 กลุ่มนี้มีผลโดยตรง

ต่อการเปลี่ยนแปลงพัฒนาของเซลล์ สัดส่วนของออกซินต่อ

ไซโตไคนินสูงกระตุ้นให้แคลลัสพัฒนาไปเป็นราก ถ้าสัดส่วน

ของออกซนิต�า่กว่าไซโตไคนนิเนือ้เยือ่พชืจะพฒันาไปเป็นยอด 

หรอืต้น และหากสัดส่วนออกซนิเท่ากบัไซโตไคนนิชิน้ส่วนของ

พืชจะพัฒนาไปเป็นแคลลัสต่อไป ความเข้มข้นที่ใช้เลี้ยง

เนือ้เยือ่พชืต่าง ๆ  นัน้พบว่าชิน้ส่วน ออกซนิจะอยูใ่นช่วง 0.01 

- 10.0 มลิลกิรมัต่อลติร (ppm) และไคเนตนิซึง่เป็นไซโตไคนนิ

สังเคราะห์จะอยู่ในช่วง 0.1 - 10.0 มก/ล. ทั้งนี้ปริมาณและ

สัดส่วนของฮอร์โมนที่เหมาะสมต่อการเกิดแคลลัสขึ้นอยู่กับ

ชนิดพืช ชนิดชิ้นส่วนของพืช จากการศึกษาวิจัยครั้งก่อนการ 

กระตุน้แคลลสักานพลจูากชิน้ส่วนของใบเจริญได้ดกีว่า ตาข้าง9 

การศกึษาครัง้นีจึ้งเป็นการใช้ประโยชน์จากเทคนคิการกระตุน้

แคลลสัจงึเป็นการเร่งให้ได้สารจากกานพลใูนระยะเวลาส้ันกว่า

การปลูกต้นกานพลู และลดต้นทุนในการปลูกพืชระยะยาวได้

 ดังนัน้งานวจัิยในครัง้นีจึ้งท�าการสกดัสารจากแคลลัส

ของใบกานพลูแทนน�้ามันจากดอกแห้งของกานพลูโดยหา

ระดับความเข้มข้นที่เหมาะสมในการระงับความรู้สึกของปลา
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ระหว่างการพักปลาแบ่งระดับอาการออกเป็น 3 ระดับอาการ 

ได้แก่ เคลื่อนไหวช้า นิ่ง และสลบ10 ดังนั้นคาดว่าผลที่ได้จาก

การทดลองในงานวิจัยนี้จะสามารถน�าไปใช้เป็นข้อมูลพื้นฐาน

เพื่อพัฒนาการผลิตสารเพ่ือใช้ในการสลบปลาดุกอุยเทศแทน

สารเคมีที่ใช้ในท้องตลาดซึ่งสารเคมีนั้นท�าให้เกิดสารตกค้าง

ซึ่งอาจเป็นอันตรายกับผู้บริโภคและเป็นประโยชน์ต่อการพัก

ปลาในระหว่างที่ปลาเข้าสู่อาการสงบน่ิง (sedation) และ

อาการเคล่ือนไหวช้า5 เพือ่ประโยชน์ในการป้องกนัการเกดิแผล

และความเครยีดของปลาระหว่างการขนส่ง11 ช่วยป้องกนัการ

เคลื่อนไหวที่อาจเสียดสีจนเกิดบาดแผลที่ติดเชื้อได้ง่าย

วัตถุประสงค์
 1.  เพื่อศึกษาสูตรอาหารช่วยเร่งอัตราการเกิด

แคลลัสกานพลูในอาหารสูตร WPM ซึ่งเติมสารควบคุมการ

เจริญเติบโตแตกต่างกัน

 2.  เพือ่ทดสอบฤทธิข์องสารสกดัจากแคลลสักานพลู 

กบัสารมาตรฐาน MS - 222 ต่อการสงบนิง่ของปลาดกุอยุเทศ 

ขนาด 10-15 เซนติเมตร โดยมีสาร Tween 80 เป็นกลุ่ม

ควบคุม

วิธีกำรทดลอง
  1.  แบบการทดลองและสถติทิีใ่ช้ แบ่งเป็น 2 ชดุ ดงันี้

   1.1 ชุดที่ 1 ท�าการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช และ

การกระตุน้แคลลสักานพลใูนสภาพปลอดเชือ้ เพือ่น�าไปหาค่า

ร้อยละของการรอดชวีติสงูทีส่ดุของชิน้เนือ้เยือ่ทีผ่่านการฟอก

ฆ่าเชือ้ในเวลา 7 สปัดาห์ และหาค่าร้อยละของการเกดิแคลลัส

กานพลทูีค่วบคมุบนอาหาร สตูร WPM และหาร้อยละการรอด

ชีวติของแคลลสัทีก่ระตุน้ด้วยสารควบคมุการเจรญิเตบิในเวลา 

6 สัปดาห์ (n=10) 

   1.2 ชุดที่ 2 วางแผนการทดลองแบบ CRD การ

วเิคราะห์ข้อมลู หาค่าเฉลีย่ระยะเวลา (นาท)ี ทีป่ลาตอบสนอง

ระดับอาการต่าง ๆ ในแต่ความเข้มข้น (n=5) 

  2.  การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช

   2.1  น�าต้นกานพลจูากคลองสบิห้า อ�าเภอธญับุรี 

จังหวัดปทุมธานีมาท�าการอนุบาลต้นพืชไว้ในโรงเรือนศูนย์

วิทยาศาสตร์เพื่อการศึกษารังสิต พื้นโรงเรือนเป็นพื้นซีเมนต์ 

อณุหภมู ิ29±2 องศาเซลเซยีส ให้น�า้ด้วยวธีิการสเปรย์ฉดีพ่น

ยากันเชื้อราและศัตรูพืชสัปดาห์ละ 1 ครั้ง 

   2.2  เตรียมอาหารสูตร WPM ที่ใช้กับไม้ยืนต้น

ทั่วไป

   2.3  การฟอกฆ่าเชื้อชิ้นส่วนต่างๆ ของกานพลู 

    2.3.1 เลือกชิ้นส่วนของกานพลูที่สมบูรณ์ 

มาท�าการสเปรย์ด้วยเอทิลแอลกอฮอล์ความเข้มข้น 70 

เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 1 นาที จากนั้นล้างแบบรินน�้าผ่าน

ประมาณ 2-3 นาที

    2.3.2 แยกชิ้นส่วนตายอด ตาข้างและใบ

อ่อนของกานพลูออกจากกัน น�าแต่ละชิ้นส่วนไปแช่น�้ายากัน

เชื้อรา นาน 30 นาที

    2.3.3  แช่ชิน้ส่วนกานพลใูนเอทลิแอลกอฮอล์ 

70 เปอร์เซน็ต์ เป็นเวลา 1 นาท ีจากนัน้น�ามาฟอกฆ่าเชือ้โดย

แบ่งเป็น 3 สูตร ดังนี้ 

 -  สูตรที่ 1 ฟอกฆ่าเชื้อด้วยสารละลายคลอรอกซ์ที่

ความเข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ นาน 5 นาที ความเข้มข้น  

5 เปอร์เซ็นต์ นาน 5 นาที และล้างด้วยน�้ากลั่นที่ผ่านการฆ่า

เชื้อ อีก 3 ซ�้า ซ�้าละ 5 นาที

 -  สูตรที่ 2 ฟอกฆ่าเชื้อด้วยสารละลายคลอรอกซ์ที่

ความเข้มข้น 15 เปอร์เซ็นต์ นาน 20 นาที ความเข้มข้น  

5 เปอร์เซ็นต์ นาน 10 นาที และล้างด้วยน�้ากลั่นที่ผ่านการฆ่า

เชื้อ อีก 3 ซ�้า ซ�้าละ 5 นาที

 -  สูตรที ่3 ฟอกฆ่าเชือ้ด้วยสารละลาย H
2
O

2 
ทีค่วาม

เข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ นาน 5 นาที สารละลายคลอรอกซ์ที่

ความเข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์ นาน 10 นาที และล้างด้วยน�้ากลั่น

ที่ผ่านการฆ่าเชื้ออีก 3 ซ�้า ๆ ละ 5 นาที

    2.3.4 น�าเนื้อเย่ือท่ีผ่านการฆ่าเชื้อแล้วมา

เลีย้งในอาหารสูตร WPM ไปเลีย้งทีห้่องปลอดเช้ือโดยควบคุม

ความเข้มแสง 3,000 ลักซ์ให้แสง 16 ชั่วโมง/วัน อุณหภูมิ 25 

องศาเซลเซียส เก็บผลในทุก ๆ วันเป็นระยะเวลา 13 สัปดาห์

 3.  การกระตุ้นแคลลัสกานพลู

  จากการศึกษาครั้งนี้ช่วงแรกได้น�าเอาชิ้นส่วน

กานพลูที่ผ่านการทดลองมา 7 สัปดาห์ และมีอัตราการรอด

ชีวิตสูงสุดมาเพาะเล้ียงเนื้อเย่ือในสูตรอาหารท่ีเติมฮอร์โมน 

หรอืสารควบคมุการเจรญิเตบิโตแตกต่างกนัต่อเนือ่ง 6 สปัดาห์ 

รวมระยะเวลาทีก่ระตุน้แคลลสักานพลทูัง้สิน้ 13 สปัดาห์ ดงันี้

  3.1  การเตรียมสารควบคุมการเจริญ

   ชั่ง Thidiazuron (TDZ) ชั่ง TDZ 0.01 กรัม 

ละลายใน 1 M KOH เติมน�้ากล่ันปรับปริมาตรเป็น 100 

มิลลิลิตร จะได้สารละลาย TDZ ที่ความเข้มข้น 100 ppm และ

เตรียม NAA, BA, 2,4-D, IAA และ GA
 
อย่างละ 100 ppm 

  3.2  ศึกษาผลของสารควบคุมการเจริญเติบโต

   ต่อการชักน�าชิ้นส่วนใบกานพลูในสภาพ

ปลอดเชื้อให้เกิดแคลลัสในอาหารสูตร WPM

    3.2.1  น�าชิ้นส่วนใบกานพลูท่ีมีอัตราการ

รอดชีวิตสูงที่สุดจากสูตรที่ 1 ที่มีอัตราการรอด 28 เปอร์เซ็นต์ 
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และมกีารพฒันาต่อเนือ่งสงัเกตได้จากมขีนาดของเส้นใบหนา

และขนาดใบใหญ่ขึ้นจึงน�ามากระตุ้นแคลลัสโดยน�ามาเพาะ

เลี้ยงในอาหารสูตร WPM ที่มีการเติมสารควบคุมการเจริญ

เติบโตด้วยฮอร์โมนท่ีมีความเข้มข้นแตกต่างกันจ�านวน 21 

สูตร ๆ ละ 10 ซ�้า โดยสูตรท่ี 1 เป็นชุดควบคุมอาหารสูตร 

WPM ที่เติมฮอร์โมน 0 ppm และTween 80 (1%) สูตร WPM 

ที่ 2, 4, 6 และ8 เติมฮอร์โมน BA ความเข้มข้น 0.5, 1, 2 และ 

3 ppm ตามล�าดับ สูตร WPM ที่ 3, 5, 7 และ 9 เติมฮอร์โมน 

BA ความเข้มข้น 0.5, 1, 2, 3 ppm ตามล�าดับ และเพิ่ม NAA 

ความเข้มข้น 0.5 ppm ด้วย ส่วนสูตร WPM ที่ 10-19 เติม

ฮอร์โมน 2,4-D ความเข้มข้น 0.5 – 3 ppm และ TDZ ความ

เข้มข้น 0.05 ppm ตามล�าดับ สูตร WPM ที่ 20 เติม GA (0.1 

ppm) และ IAA (0.5 ppm) อาหารสตูรที ่21 เตมิฮอร์โมน NAA 

(1 ppm) และ KI (2 ppm) ดัง Table1

    3.2.2  น�าชุดการทดลองท้ังหมดไปท�าการ

ควบคุมการกระตุ้นแคลลัสที่ห้องปลอดเชื้อโดยควบคุมความ

เข้มแสง 3,000 ลักซ์ ให้แสง 16 ชั่วโมง/วัน อุณหภูมิ 25±2 

องศาเซลเซียส ท�าการบันทึกลักษณะของแคลลัส และร้อยละ

ของการเกิดแคลลัสเป็นระยะเวลา 13 สัปดาห์

  3.3  การเพิม่ขนาดของแคลลสัทีไ่ด้จากการกระตุน้ 

ชิ้นส่วนใบกานพลู โดยท�าการเพาะเล้ียงแคลลัสในอาหาร 

WPM ท่ีมกีารเตมิสารควบคมุการเจรญิเตบิโตทีเ่หมาะสมทีส่ดุ

จากTable 1 เป็นเวลา 6 สัปดาห์เพื่อกระตุ้นให้แคลลัสมีการ

เพิ่มขนาดมากขึ้นก่อนน�าไปท�าการสกัดสารจากแคลลัส

กานพลูต่อไป

 4.  กำรสกัดสำรจำกแคลลัสใบกำนพลู

  4.1  การเตรียมสารสกัด ท�าการแบ่งการทดลอง

ออกเป็นสองชุด ได้แก่ 

   - ชุดทดสอบ คือ ตัวอย่างแคลลัสจากใบที่

ได้จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อในอาหาร WPM ที่มีการเติมสาร

ควบคมุการเจรญิเตบิโตในระดบัทีเ่หมาะสมและผ่านการเพาะ

เลี้ยงเนื้อเยื่อมาเป็นเวลา 13 สัปดาห์ 0.1 กรัมบดให้ละเอียด

กับไนโตรเจนเหลวจึงน�ามาแช่ในเอทิลแอลกอฮอล์ความเข้ม

ข้น 50 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 1.2 มิลลิลิตร น�าไปแช่ที่อุณหภูมิ 

4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

   -  ชดุควบคมุ คอื ใช้เอทลิแอลกอฮอล์ความ

เข้มข้น 50 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 1.2 มิลลิลิตรแช่ที่อุณหภูมิ  

4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ชั่วโมง

Table 1 Growth regulators in WPM formula to stimulate 

callus of clove

No.
Concentration (ppm)

BA NAA 2,4-D TDZ GA IAA KI

1 - - - - - - -

2 0.5 - - - - - -

3 0.5 0.5 - - - - -

4 1 - - - - - -

5 1 0.5 - - - - -

6 2 - - - - - -

7 2 0.5 - - - - -

8 3 - - - - - -

9 3 0.5 - - - - -

10 - - 0.5 - - - -

11 - - 0.5 0.05 - - -

12 - - 1 - - - -

13 - - 1 0.05 - - -

14 - - 2 - - - -

15 - - 2 0.05 - - -

16 - - 2.5 - - - -

17 - - 2.5 0.05 - - -

18 - - 3 - - - -

19 - - 3 0.05 - - -

20 - - - - 0.1 0.5 -

21 - 1 - - - - 2

   4.1.1  น�าตวัอย่างท้ังหมดมาบ่มในอ่างควบคมุ 

อุณหภูมิที่ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง

    4.1.2  น�าตัวอย่างที่ผ่านการบ่มแล้วไปปั่น

เหวีย่งทีค่วามเรว็ 10,000 รอบต่อนาททีี ่4 องศาเซลเซยีส เป็น

เวลา 10 นาที

    4.1.3  แยกส่วนใสไปกรองผ่านเซลลูโลส

เมมเบรน ขนาดรูพรุน 0.45 ไมโครเมตร เพื่อท�าให้ปลอดเชื้อ

    4.1.4 ท�าการเกบ็รกัษาสารสกดัไว้ทีอ่ณุหภมูิ  

-20 องศาเซลเซียสจนกว่าจะน�ามาท�าการทดลอง

 5.  การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดแคลลัสกานพลูใน

การสลบปลาดุกอุยเทศ 

  5.1 การเตรียมปลาดุกอุยเทศ

   ซื้อปลาดุกอุยเทศจากฟาร์มเล้ียงจังหวัด

ปทุมธานี ขนาดยาว 10-15 เซนติเมตร น�้าหนัก 10-15 กรัม 

อายปุระมาณ 3 เดอืน มาอนบุาลไว้ในตูป้ลา เพือ่ให้ปลาดกุคุน้
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เคยกบัสภาพแวดล้อม 1 สปัดาห์ ให้อาหารส�าหรบัปลากนิเนือ้ 

วันละ 2 ครั้ง (เช้า-เย็น) จนกว่าจะเริ่มด�าเนินการทดลอง

  5.2  ท�าการทดสอบฤทธิต่์ออาการสงบนิง่ (Seda-

tion) ของปลาดุกอุยเทศโดยแบ่งการทดลองออกเป็น 7 ชุด

ทดลอง (ชุดละ 5 ซ�้า) ดังนี้ 

 ชดุที ่1 เอทลิแอลกอฮอล์ 50% และTween 80 (1%)

 ชุดที่ 2 สาร MS-222 (10 ppm)

 ชุดที่ 3 สารสกัดแคลลัสใบกานพลู (1 ppm)

 ชุดที่ 4 สารสกัดแคลลัสใบกานพลู (2 ppm)

 ชุดที่ 5 สารสกัดแคลลัสใบกานพลู (3 ppm)

 ชุดที่ 6 สารสกัดแคลลัสใบกานพลู (4 ppm)

 ชุดที่ 7 สารสกัดแคลลัสใบกานพลู (5 ppm)

  บันทึกระยะเวลาออกฤทธิ์ต่ออาการสงบนิ่ง และ

หาระยะเวลาในการฟื้นปลาจากการตอบสนอง เคลื่อนไหวช้า

จนปลาว่ายน�้าปกติ โดยการน�าปลาดุกอุยเทศที่สงบนิ่งไปพัก

ในน�้าสะอาดที่ให้ออกซิเจนตลอดเวลาท่ีอุณหภูมิห้อง สังเกต

และบันทึกระยะเวลาที่ปลาเริ่มมีอาการตอบสนองจนว่ายน�้า

ปกต ิจากนัน้น�าค่าทีไ่ด้ไปเปรยีบเทยีบข้อมลูทางสถติทิดสอบ

ต่อไป

 6.  น�าข้อมลูทีไ่ด้จากข้อ 5 มาวเิคราะห์หาค่าทางสถติิ

ด้วยวิธีวิเคราะห์ One-Way ANOVA เมื่อพบว่าผลการตรวจ

สอบสมมติฐานแตกต่างอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ จึงเปรียบ

เทียบความแตกต่างของค่าเฉล่ียเป็นรายคู่ตามวิธีของ Dun-

can’s New Multiple Range Test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % 

(p<0.05)

 

ผลกำรทดลอง
 ผลการศกึษาอตัราการรอดของชิน้ส่วนต่าง ๆ  ได้แก่ 

ตายอด ตาข้าง และใบของกานพลูที่ผ่านการฟอกฆ่าเชื้อด้วย

น�้ายา 3 สูตร ๆ ละ10 ชิ้น (ซ�้า) ได้ผล ดังนี้

 ตายอดของกานพลูมีอัตราการรอดชีวิตสูงที่สุดคือ

สูตรที่ 2 มีอัตราการรอด 15% เนื้อเยื่อสามารถรอดอยู่ได้เป็น

เวลา 4 สัปดาห์ และสูตรท่ี 3 อัตราการรอด 15% เนื้อเย่ือ

สามารถรอดอยู่ได้เป็นเวลา 3 สัปดาห์ ส่วนสูตรที่ 1 อัตราการ

รอด 5% เนื้อเยื่อสามารถรอดอยู่ได้เป็นเวลา 5 สัปดาห์ ตาม

ล�าดับ

 ตาข้างของกานพลูมีอัตราการรอดชีวิตได้ดีท่ีสุดคือ

สูตรที่ 3 มีอัตราการรอด 20% เนื้อเยื่อสามารถรอดอยู่ได้เป็น

เวลา 2 สัปดาห์ รองลงมาคือสูตรที่ 1 มีอัตราการรอด 5% 

เนื้อเยื่อสามารถรอดอยู่ได้เป็นเวลา 2 สัปดาห์ ส่วนสูตรที่ 2 มี

อตัราการรอดเพยีง 5% เนื้อเยื่อสามารถรอดอยูไ่ด้เปน็เวลา 4 

สัปดาห์ ตามล�าดับ

 ใบกานพลูมีอัตราการรอดชีวิตได้ดีที่สุดคือสูตรท่ี 1 

มีอัตราการรอดชีวิตสูงที่สุดคือ 30% เนื้อเยื่อสามารถรอดอยู่

ได้นานกว่า 8 สัปดาห์ รองลงมาคือ สูตรที่ 2 มีอัตราการรอด 

20% เนื้อเยื่อสามารถรอดอยู่ได้นานกว่า 8 สัปดาห์ ส่วนสูตร

ที่ 3 มีอัตราการรอด 20% เนื้อเยื่อสามารถรอดอยู่ได้นานกว่า 

8 สัปดาห์

 ผลการเติมสารควบคมุการเจรญิเตบิโตต่อการชักน�า

แคลลัสใบกานพลูในอาหารสูตร WPM จ�านวน 21 สูตร โดย

นับระยะเวลาหลังจากกระตุ ้นให้เกิดแคลลัสต่อเนื่องอีก  

6 สัปดาห์ รวมระยะเวลาทดลองทั้งสิ้น 13 สัปดาห์ ดังตาราง

ที่ 1 จากอาหาร 21 สูตร มีเพียง 6 สูตรที่สามารถกระตุ้นการ

เกดิแคลลัสได้ดงันี ้อาหารสตูรที ่1-12 และสตูรท่ี 19-21 มอัีตรา

การรอดชวีติทัง้หมด แต่ไม่สามารถพฒันาเป็นแคลลสัได้ ส่วน

อาหารสูตรที่ 13-18 ชิ้นส่วนใบกานพลูพัฒนาเป็นแคลลัสได้

แตกต่างกัน คือ สูตรที่ 13 มีอัตรารอดชีวิต 90 เปอร์เซ็นต์ 

อัตราการเกิดแคลลัส 10 เปอร์เซ็นต์ สูตรที่ 14 อัตรารอดชีวิต 

100 เปอร์เซ็นต์ อัตราการเกิดแคลลัส 20 เปอร์เซ็นต์ สูตรที่ 

15 อัตรารอดชีวิต 100 เปอร์เซ็นต์ อัตราการเกิดแคลลัส  

10 เปอร์เซ็นต์ สูตรที่ 16 อัตรารอดชีวิต 90 เปอร์เซ็นต์ อัตรา

การเกิดแคลลัส 90 เปอร์เซ็นต์ สูตรท่ี 17 อัตรารอดชีวิต  

100 เปอร์เซน็ต์ อตัราการเกดิแคลลสั 70 เปอร์เซน็ต์ และสตูร

ท่ี 18 อัตรารอดชีวิต 90 เปอร์เซ็นต์ อัตราการเกิดแคลลัส  

50 เปอร์เซน็ต์ ซึง่สูตร WPM ที ่17 เติมสาร TDZ ทีร่ะดับความ

เข้มข้น 0.05 ppm และ 2,4-D ที่ความเข้มข้น 2.5 ppm พบว่า

แคลลัสใบกานพลูมีอัตราการรอดชีวิต 100 เปอร์เซ็นต์ มีน�้า

หนักเพิ่มขึ้น 0.5 กรัมต่อชิ้น และมีขนาดเพิ่มขึ้น 0.5 เซนติเมตร 

(Figure 1 และ Table 2)
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Figure 1  Growth of clove callus on WPM (No. 17) sup-

plemented with TDZ at 0.05 ppm and 2,4-D 

(2.5 ppm); A-J the tissue ages 4-13 week 

(respectively)

Table 2  Survival rate and growth rate of clove callus on  

 WPM for 6 weeks

No. of WPM formula Survival rate (%) Callus culture (%)

of growth rate

 1-12  100   -

 13   90     10

14 100 20

15 100 10

16 90 90

17 100 70

18 90 50

19-21 100 -

 ผลการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดแคลลัสกานพลูต่อ

การสงบนิ่งปลาดุกอุยเทศที่ความเข้มข้นระดับต่าง ๆ เปรียบ

เทียบกับกลุ่มควบคุมใช้เอทานอล 50 เปอร์เซ็นต์ ผลการ

ทดสอบ พบว่าสารสกัดแคลลัสกานพลูที่ระดับความเข้มข้น  

1, 2, 3, 4 และ5 ppm และสาร MS-222 ความเข้มข้น 10 ppm 

มฤีทธิต่์อการสงบนิง่ของปลาดกุอุยเทศจนาด 10-15 เซนตเิมตร 

น�้าหนัก 10-15 กรัม อายุประมาณ 3 เดือน (Figure 2  

และ Table 3) โดยปลาเข้าสูร่ะดับอาการเคลือ่นไหวช้าใช้เวลา 

7.13, 5.35, 2.74, 1.87, 0.99 และ5.02 นาที ตามล�าดับ เข้า

สู่ระดับอาการสงบนิ่งใช้เวลา 7.61, 6.21, 3.74, 2.72, 1.28 

และ18.94 นาที ตามล�าดับ และเข้าสู่ระดับอาการสงบน่ิงได้

นาน 51.70, 53.14, 55.51, 56.50, 57.68 และ 39.00 นาที 

ตามล�าดับ

Figure 2  Anesthesia of Hybrid catfish receiving clove 

callus extract (5 ppm) to stimulate in sedation

 จากการทดลองฟื้นความรู้สึกพบว่าสารสกัดแคลลัส

ใบกานพลูระดับความเข้มข้น 1, 2, 3, 4 และ 5 ppm และสาร 

MS-222 ความเข้มข้น 10 ppm ท�าให้ปลาดุกอุยเทศขนาด 

10-15 เซนติเมตร น�้าหนัก 10-15 กรัม อายุประมาณ 3 เดือน 

มรีะดบัการตอบสนองต่อฤทธิข์องสารสกดัจากแคลลสัใบกานพลู
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Table 3 The average time (minutes) of catfish anesthesia at different symptom levels when using callus extract at 

concentrations of 1, 2, 3, 4 and 5 ppm compared with MS-222 at 10 ppm

No. Concentration
Period To Show The Symptoms Of Juveniles (Minute)

Slow Motion Sedation Anesthesia n

1  control (1% Tween 80) Normal Normal normal 5

2  MS-222 at 10 ppm 5.02±0.42d 18.94±0.76f 39.00±0.88a 5

3 clove callus extract 1 ppm 7.13±0.03e 7.60±0.10e 51.70±0.04b 5

4 clove callus extract 2 ppm 5.35±0.09d 6.21±0.70d 53.14±0.15c 5

5 clove callus extract 3 ppm 2.74±0.14c 3.74±0.14c 55.51±0.04d 5

6 clove callus extract 4 ppm 1.87±0.12b 2.72±0.14b 56.50±0.15d 5

7 clove callus extract 5 ppm 0.99±0.11a 1.28±0.38a 57.68±0.06e 5

Note that the mean values in different letters (a, b, c, d, e, and f) vertically differ (p<0.05)

 โดยเข้าสู่ระดับอาการตอบสนองใช้เวลา 0.34, 0.44, 

0.81, 1.24, 1.45 และ 0.21 นาทีตามล�าดับ เข้าสู่ระดับอาการ

เคลื่อนไหวช้าใช้เวลา 0.43, 0.53, 1.04, 1.51 2.12 และ 0.96 

นาท ีตามล�าดบั และฟ้ืนสูก่ารว่ายน�า้ได้ปกตทิีเ่วลา 1.11, 1.32, 

1.61, 2.33, 2.52 และ3.30 นาที ตามล�าดับดัง Table 4

Table 4  The average time (minutes) of catfish recovery at different symptom levels when using callus extract at  

concentrations of 1, 2, 3, 4 and 5 ppm compared with MS-222 at 10 ppm

No Concentration
Recovery Period (Minutes)

Response Slow Motion Normal n

1 control (1% Tween 80) Normal Normal normal 5

2 MS-222 at 10 ppm 0.21±0.07a 0.96±0.17b 3.30±0.07f 5

3 clove callus extract 1 ppm 0.34±0.02b 0.43±0.01a 1.11±0.03a 5

4 clove callus extract 2 ppm 0.44±0.01b 0.53±0.01a 1.32±0.04b 5

5 clove callus extract 3 ppm 0.81±0.12c 1.04±0.11b 1.61±0.10c 5

6 clove callus extract 4 ppm 1.24±0.02d 1.51±0.02c 2.33±0.06d 5

7 clove callus extract 5 ppm 1.45±0.03e 2.12±0.04d 2.52±0.03e 5

Note that the mean values in different letters (a, b, c, d, e, and f) vertically differ (P<0.05)

วิจำรณ์และสรุปผลกำรทดลอง
 ผลกำรฟอกฆ่ำเชื้อชิ้นส่วนกำนพลู

 พบการน�าชิ้นส่วนตายอด ตาข้าง และใบจากต้น

กานพลมูาฟอกฆ่าเชือ้ในน�า้ยาคลอรอกซ์ 3 สตูรพบว่าทีค่วาม

เข้มข้น 10 เปอร์เซน็ต์ นาน 5 นาท ีความเข้มข้น 5 เปอร์เซน็ต์ 

นาน 5 นาที ตามด้วยน�้ากลั่นปลอดเชื้อ (3 ซ�้า ๆ ละ 5 นาที) 

ได้เน้ือเยือ่ใบกานพลทูีม่ชีวีติอยูถ่งึ 30% และมกีารพฒันาอย่าง

ต่อเนื่องโดยเนื้อเยื่อมีการตอบสนองต่อฮอร์โมน TDZ และ 

2,4-D จึงพัฒนาเป็นแคลลัสได้เนื่องจากอาหารสูตร WPM มี

คุณสมบัติในการกระตุ้นเนื้อเย่ือเจริญของไม้ยืนต้นได้ดี 12 

ประกอบกับชิ้นส่วนใบของกานพลูไม่มีส่วนยื่นแผ่นใบมี

ลักษณะเกลี้ยง เรียบเป็นมันเขียวสด ไม่มีรอยแผล ชิ้นส่วน

ตายอด และตาข้าง ซึง่มรีอยไหม้จากน�า้ยาฟอกบรเิวณซอกใบ

อ่อน และแขนงอ่อนที่ยื่นมีลักษณะการปนเปื้อนเชื้อรา การ
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ชักน�าตายอดมีอัตราการรอดสูง 5% โดยเนื้อเยื่อสามารถรอด

อยู่ได้เป็นเวลา 5 สัปดาห์ ส่วนตาข้างอัตราการรอด 5% โดย

เนื้อเยื่อสามารถรอดอยู่ได้เป็นเวลา 4 สัปดาห์ เนื่องจากมีการ

ปนเปื้อนเชื้อราจากการชักน�าชิ้นส่วนต่าง ๆ แม้จะพ่นน�้ายา

กันราก่อนท�าการฟอกฆ่าเชื้อ

 ผลกำรกระตุ้นแคลลัสใบกำนพลูด้วยฮอร์โมน

 ผลการศกึษาครัง้นีท้�าให้สามารถพบสดัส่วนทีเ่หมาะ

สมของของอาหารสูตร WPM9 ท่ีเติมสารควบคุมการเจริญ

เติบโตกลุ่มออกซินเหนี่ยวน�าให้เนื้อเยื่อพืชให้มีการยืดตัวได้

มากกว่าปกติ13 ต่อสารกลุ่มไซโตไคนินที่เหมาะสมจึงมีผลต่อ

การชักน�าการแบ่งเซลล์14 ชิ้นส่วนใบกานพลูให้เกิดแคลลัสใน

อาหารสูตร WPM เมื่อใช้สารควบคุมการเจริญเติบโต TDZ 

(0.05 ppm) และ 2,4-D (2.5 ppm) ปรับ pH เท่ากับ 5.7 นั้น

ท�าให้ชิ้นส่วนของใบกานพลูได้รับสารสัดส่วนที่เหมาะสม

ระหว่างไซโตไคนนิต่อปรมิาณออกซนิ15,16 ซึง่ท�าให้มกีารดดูซมึ

อาหาร และแร่ธาตุตลอดเวลา แม้จะมสีารฟีนอลกิท่ีปลดปล่อย

ออกมาขดัขวางการเจรญิเตบิโตในปรมิาณสงู เมือ่มีการเปลีย่น

อาหารใหม่ และย้ายชิ้นส่วนออกจากฟีนอลิกทุก ๆ สัปดาห์

ท�าให้เนื้อเยื่อใบกานพลูมีอัตราการรอดชีวิต 100 เปอร์เซ็นต์ 

และมีการพฒันาเป็นแคลลสัมากทีส่ดุ 90 เปอร์เซน็ต์ ประกอบ

กับจ�านวนใบต่อต้นกานพลูมีปริมาณมาก สามรถเก็บจากต้น

ได้ตลอดเวลา และฟอกฆ่าเชื้อได้สะอาดปราศจากเชื้ออื่น ๆ 

ได้รวดเร็วกว่าชิ้นส่วนของตายอด และตาข้าง เมื่อได้รับสาร

ควบคุมการเจริญเติบโตกลุ่มออกซิน และไซโตไคนินจึงมี

โอกาสกระตุ้นเป็นแคลลัส17 ได้มากกว่า และมีอัตราการรอด

ชีวิตสูง นอกจากนี้แคลลัสยังสามารถกระตุ้นให้เกิดยอดอ่อน

ได้หากได้รับสารเร่งการเจริญเติบโตต่อไป18 

 กำรทดสอบฤทธิข์องสำรสกดัแคลลสักำนพลใูน

กำรสลบปลำดุกอุยเทศ

 จากผลการทดสอบฤทธ์ิของสารสกัดแคลลัสใบ

กานพลูต่อการสงบน่ิงของปลาดุกอุยเทศ พบว่าสารสกัดจาก

แคลลัสใบกานพลูระดับความเข้มข้น 1, 2, 3, 4 และ 5 ppm 

และสารมาตรฐาน MS-222 ที่ความเข้มข้น 10 ppm มีฤทธิ์ต่อ

การตอบสนองในระดับอาการต่าง ๆ ของปลาดุกอุยเทศ โดย

ไม่พบปลาตาย และหลงัฟ้ืนปลาดกุอยุเทศสามารถว่ายน�า้เป็น

ปกตทิกุตวั และสารสกดัแคลลสักานพลทูีค่วามเข้มข้น 5 ppm 

ฤทธิ์ในการสงบนิ่งของปลาดุกอุยเทศดีท่ีสุดโดยเข้าสู่ระดับ

อาการเคลื่อนไหวช้าใช้เวลา 0.99 นาที เข้าสู่ระดับอาการนิ่ง

ใช้เวลา 1.28 นาที เข้าสู่ระดับอาการสลบได้นาน 57.68 นาที 

และเมื่อน�ามาท�าการฟื้นปลาใช้เวลาเข้าสู่ระดับมีการตอบ

สนอง 1.45 นาที เข้าสู่ระดับอาการเคลื่อนไหวช้าใช้เวลา 2.12 

นาที และเข้าสูร่ะดบัอาการว่ายน�า้ได้ปกติทีเ่วลา 2.52 นาท ีซ่ึง

ให้ผลทีด่กีว่าสาร MS-222 ซึง่ปลาฟ้ืนตวัได้ช้ากว่า และยงัต้อง

มกีารพกัปลาเพือ่ความปลอดภยัของปลา และปลอดภยัต่อสิง่

แวดล้อม เนือ่งจากปรมิาณสารทีท่ดสอบมคีวามเข้มข้นต�า่มาก

แต่สามารถออกฤทธิ์ต่ออาการสงบนิ่งได้นั้นอาจเน่ืองจาก

ปริมาณของยูจินอลซึ่งเป็นสารส�าคัญในใบกานพลู3 พบได้สูง

กว่าชิน้ส่วนตาข้าง และตายอด ท�าให้เนือ้เยือ่ใบกานพลพูฒันา

เป็นแคลลัสท่ีสะสมสารยูจินอลสูง จึงท�าให้ลูกปลาดุกอุยเทศ

สงบนิง่ ซึง่สอดคล้องกบัรายงานของพบว่าน�า้มนักานพล ูและ

สารยูจินอล (60 ppm) มีผลต่อกลไกการท�างานของสารสื่อ

ประสาท (neurotransmitter) ชนดิกาบา (gamma-aminobuty 

ric acid; GABA) บนสารกลูตามิกรีเซฟเตอร์รีเซฟเตอร์ท�าให้

ปลาทองขนาด 3-4 เซนติเมตรสลบได้

กิตติกรรมประกำศ
 ขอขอบคุณนางสาวเครือวัลย์ ศรีมุข ที่ช่วยรวบรวม

ข้อมูลตามแผนงานวิจัยในครั้งนี้ และขอขอบคุณ วช. ที่
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