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�����)�  :ก���	 : 4	#�"��� extenders ��� cryoprotectants 7	+�
���ก��	.��)�H'�����ก���กI�

�
ก&���0��/2���	��4�+ (Pangasius bocourti) 
.�����ก��7/�7#I" (EFFECT OF EXTENDERS, 

CRYOPROTECTANTS AND FREEZING RATES ON THE CRYOPRESERVATION OF 

MEKONG CATFISH, Pangasius bocourti SPERM) ��3������!�� ก&� : ��3���� .�.���              

��/2!�/'�"%�, 75 ����. 
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�
���ก��	.��)�H'����!��4	���ก���กI��
ก&���0��/2���	��4�+ (Pangasius bocourti) 
.�����ก��7/�7#I" 
.�7��"
ก���.	�"��ก���� 3 ก���.	�" (1) ��2!�% ก&�4	#�"��� extenders 7	+��� cryoprotectants ���
������dI���ก���e����� ������dI���ก����	2!����! 7	+������dI���ก����/����#�"��0��/2���	��4�+ (P. bocourti) 
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ก&���0��/2���	��4�+
.�
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�:#��	�
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ก���.	�"��! 1 % ก&�4	#�"��� extender 3 /��. (Ginzburg fish ringer, Calcium Free Hanksr 
Balance Salt Solution-C-F HBSS 7	+ 0.9% Sodium chloride-NaCl) ����ก
���� cryoprotectant 4 /��. 
(dimethyl sulfoxide-DMSO, dimethyl acetamide-DMA, methanol-MeOH 7	+ glycerol) ��! 3 �+.
�����
�#��#�� (5, 10 7	+ 15%)  ��!��4	���ก�+���ก���กI��
ก&���0��/2���	��4�+
.�����ก��7/�7#I" �/� 
Freezer control (CL 3300) �����
�������ก��	.��)�H'�� 
.�ก�����3���0��/2���� straws #��. 250 
:�
��	��� 7	+�กI��
ก&���0��/2����:�
���3���	� �����+�+��	� 2 �
� 3�ก�
���0���0��/2����	+	����!
��)�H'�����" 7	+��+������)H��#�"��0��/2��7/�7#I"3�ก������dI���ก���e����� ������dI���ก����	2!����! 
7	+������dI���ก����/���� 3�กก��% ก&��������2!��/� 10% DMSO ����ก
� C-F HBSS ���������dI���ก��
�e������'"��.����ก
� 75.33±2.50% (93% #�"��0��/2���.) d !":��7�ก���"����"���
��0��
(��"�a���ก
�ก��
�/���0��/2���. (P>0.05) ก���/� DMA ������� cryoprotectant ���������dI���ก���e����� (60% ��2� 78% 
#�"��0��/2���.) d !"�'"ก���ก���/� MeOH (55% ��2� 74% #�"��0��/2���.) 7	+ glycerol (45% ��2� 63% 
#�"��0��/2���.) ��ก�
�"4	#�"ก��������+�����
��
��� (Correlation) �����������dI���ก���e�����
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��
���:�����%��"�.���ก
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������#��#��#�"��� cryoprotectant �
�" 3 �+.
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(P<0.05) #�"ก���กI��
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.�����ก��7/�7#I"  
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��� 10 �"%��d	�d����������, Two-steps
.�ก��	.��)�H'����!�
��� 4 �"%��d	�d���������� 3�ก 3 
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Three-steps 
.�ก��	.��)�H'����!�
��� 5 �"%��d	�d���������� 3�ก 2 a " -7 �"%��d	�d��� ���.��� 3 
�"%��d	�d���������� 3�ก -7 �"%��d	�d��� a " -30 �"%��d	�d��� 7	+ 2 �"%��d	�d����������3�ก -30 
�"%��d	�d��� a " -80 �"%��d	�d���) ����ก
�ก���/� 10% DMSO+C-F HBSS ��!��4	���ก���กI��
ก&�
��0��/2���	��4�+
.�����ก��7/�7#I" �������!�
���ก��	.��)�H'��7�� One-step freezing procedure         
(10 �"%��d	�d����������) ���������dI���ก���e����� (61% ��2� 90% #�"��0��/2���.) 7	+������dI���  
ก����/���� (65% ��2� 82% #�"��0��/2���.) d !"�'"ก���ก���/��
���ก��	.��)�H'��7�� Two-steps ��2� 
Three-steps freezing procedures (P<0.05)  

ก���.	�"��! 3 4	���	�	'ก4�� (hybrid species) 
.��/���0��/2��7/�7#I"�	��4�+4��ก
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�	����� 
.��0�4	ก��% ก&���!���������dI���ก���e������'"��.��7��	+/��.#�"��� cryoprotectant 3�ก
ก���.	�"��! 1 (10% DMSO+C-F HBSS, 10% DMA+C-F HBSS, 5% MeOH+0.9% NaCl 7	+         
10% glycerol+Ginzburg fish ringer) �� �� ก
� �
���ก ��	 .�� )�H' ��7��  One-step freezing procedure     
(10 �"%��d	�d����������) �กI��
ก&���0��/2���	��4�+
.�����ก��7/�7#I" �0���0��/2���กI��
ก&���
:�
���3���	������+�+��	� 2 �
� 3�ก�
���0���0��/2��7/�7#I"��	+	����!��)�H'�����" 7	+�0���4��ก
�
:#��	����� ��+������)H����0��/2��3�ก������dI���ก���e�����7	+������dI���ก��ก����ก 
.������ก��
�/� 10% DMSO ����ก
� C-F HBSS ���������dI���ก���e����� (73% ��2� 93% #�"��0��/2���.) 7	+
������dI���ก����ก (33% ��2� 71% #�"��0��/2���.) d !"�'"ก�������������2!� g 7���!0�ก���7	+7�ก���"����"��
�
��0��
(��"�a���ก
���0��/2���. (P<0.05) 
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EXTENDER/CRYOPROTECTANT/FREEZING RATE/Pangasius bocourti/SPERM 

 

The present study aimed to investigate the effect of extenders, cryoprotectants and 

freezing rates on the cryopreservation of Mekong catfish, Pangasius bocourti sperm. Three 

experiments were carried out : (1) the effect of extenders and cryoprotectants on 

fertilization, motility and viability of P. bocourti sperm, (2) the effect of freezing 

procedures on the cryopreservation of P. bocourti sperm; and (3) the production of hybrid 

species using frozen sperm from P. bocourti fertilized with eggs from P. hypophthalmus.  

The first experiment was to investigate the effect of three extenders (Ginzburg fish 

ringer, Calcium Free Hanks’ Balance Salt Solution-C-F HBSS and 0.9% Sodium chloride-

NaCl) four cryoprotectants (dimethyl sulfoxide-DMSO, dimethyl acetamide-DMA, methanol-

MeOH and glycerol) at three concentrations of 5, 10 and 15% on the cryopreservation of     

P. bocourti sperm. Sperm samples were frozen using a controlled-rate freezer (CL 3300) in 

250 µL straws and stored for two days in a liquid nitrogen container. They were then 

thawed at room temperature, and fertilization, motility and viability rates were assessed. 

The highest fertilization rate of 75.33±2.50% (93% of control) was achieved with a 

combination of 10% DMSO and C-F HBSS. This was not significantly different from the 

control (fresh sperm; P>0.05). Dimethyl acetamide (DMA) as cryoprotectant had a higher 

fertilization rate (60% or 78% of the control) than either methanol (55% or 74% of the 

control) or glycerol (45% or 63% of the control). There were positive correlations between 

the fertilization, motility and viability rates. In addition, the three concentrations used (5, 10 
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and 15%) affected fertilization rates after the cryopreservation with each cryoprotectant 

P<0.05. 

The second experiment was to investigate the effect of three freezing procedures 

(one-step, 10°C min-1, two-steps, 4°C min-1 from 3 to -4°C followed by 11°C min-1 from      

-4°C to -80°C and three-steps freezing procedures, 5°C min-1 from 2 to -7°C, followed by      

3°C min-1 from -7°C to -30°C and 2°C min-1 from -30°C to -80°C) on the cryopreservation    

of P. bocourti sperm. The combination of 10% DMSO and C-F HBSS was used for 

cryopreservation of P. bocourti sperm. A one-step freezing procedure (10°C min-1) yielded 

a higher fertilization rate 61% or 90% of control and viability rate 65% or 82% of control 

than that of the two-steps or three-step freezing procedures (P<0.05). 

The third experiment was to produce hybrid species using frozen sperm from         

P. bocourti to fertilize eggs from P. hypophthalmus. The highest fertilization rate in each 

cryoprotectant from the first experiment (10% DMSO+C-F HBSS, 10% DMA+C-F HBSS, 

5% MeOH+0.9% NaCl and 10% glycerol+Ginzburg fish ringer) with the one-step freezing 

procedure (10°C min-1) were used for cryopreservation of P. bocourti sperm. After being 

stored for two days in a liquid nitrogen container, sperm samples were thawed at room 

temperature and fertilized with eggs from P. hypophthalmus. Fertilization and hatching rates 

of hybrid species were assessed. The highest fertilization rate was 73% or 93% of control 

and the hatching rate 33% or 71% of control was achieved with a combination of 10% 

DMSO and C-F HBSS. These were significantly higher than other treatments, but lower 

than the control (fresh sperm; P<0.05). 
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1.1 ?2�!�*�?�=���74;!����-H=��I(ก�	7*�2"C�1 
��33��
���+/�ก�
	ก��7��
������!�# ������"�����2!�"3�ก 6,070.6 	��������� 2543 ���� 7,851.4 

	��������� 2568 ��#)+��!��+/�ก�:��กI��7��
������!�# ���/���.���ก
�3�ก 62.2 	��������� 2543 ���� 
72.3 	��������� 2568 (ก�+���"���
�
	���������%7	+ก���2!���� �0��
ก"���a���7��"/���, 2547) ��2!�
��+/�ก����!�# ���0�����������"ก����������!�# �� �	�3 "�����
�����0���+�H��� !"��!��+/�ก�
	ก������
���"ก���������)��!���!�# �� ��2!�"3�ก�	�3
.���������
�������!�����a�.7��
�����3�ก��2���
����ก��
�����!#�.7�	���2���
����ก��2�������7�" (��H���  ��ก����	2�", 2542) 7����#)+�.���ก
�ก	
������
�����)�	���!3
�:.�������/���	.����	" ��2!�"��3�ก�����)ก��3
���ก�ก��:� ก���2���#��#�"7�	�"��0� 
ก���0���+�"4�.ก�����7	+ก���3��(����
�#�"������2�" �	�.3�ก��#����
���".���������ก����0�
����ก�.������2!��
���7ก�7�	�"��0�����/��� (��*'���  ��((�ก�	, 2547) .
"�
��ก���
6��7	+��"����� ก��
���+�	���"�
�����0�3 "������/������!������)�
�����0���!��7��
���	.	"����������)��ก# �� �
�"���:������"7��3+
:.������:���/���+
�/���0���
�ก�����
H�#�"��+/�ก�H������+��%�����
�� 7���
"/������                 
�ก�."��7	+��/����!3+4	���
�����0���2!�ก����"��ก:�30���������	�.���"��+��% ����ก��	..�	         
ก����� 7	+/���H��+�%�&�ก�3#�"��+��%��ก.��� (
/�/
� ��	2�"������)��, 2548) �0���
��	��4�+ 
(Pangasius bocourti) ��+��%:�����!���ก����
�����ก���	���"�	��4�+ H�����ก����
�����7	+�����2�
3�ก�����"�����" g �
�"H���
�7	+��ก/� :.�7ก� 1) �a��
������ 2) ก����+�" 3) �0��
ก"���������
�������ก&��7	+�����7��"/��� 7	+ 4) H����ก/� 3
.�0�
��"ก���
6���
�����0��%�&�ก�3/��.����#�"
:����2!�ก����"��ก ��2!���
������
����#�"�
���	��ก��7ก�:#��(��7	+���!��'	���ก����"��ก���ก
�
��+��% 
.��	��4�+�����	���0�32.#�":����a�!�ก0����.��	�����0��3����+��7	+	�����0�
#" �����	���!:.��
�
�����������
H����	�.���"a�!�H���+�
���ก����"���2� ��33��
���ก���	���"ก
���ก��7a������	�!��
��ก7����0�
#"#�"��+��%����.���7	+������+��%�	
ก��!��"��ก�	��4�+:��
"��+��%7a���
��7	+
��+��%���
������ก� 
.��������)ก����"��ก 3.6 �
��
����� 2548 7	+���!�# ������ 16.4 �
��
����� 2552 
�0���
���+��%:�����!���"��ก���� 2549 30���� 1.5 �
��
� 7	+���!�# ������ 3.5 �
��
����� 2552 .
"
7�."��H����! 1.1 
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��574; 1.1 #���'	ก���0��#����2���	��4�+7/�7#I" (Frozen catfish) ���'� fillet 3�ก��+��%���" g #�"��+��%
���
������ก� (FAO Globefish, 2010) 

 
��������!�	��4�+:.��
���������3�ก4'����
H���7a���
��7	+��+��%���
������ก�����+��2���	�����
#������
���+��� ��ก�
�"���������3���	�.�������!�# ������+��%�
��d��7	+�	�.���/�� ��"4	����	�
�4�+���'	������!���ก# �� 
.���33��
������	��4�+��"��ก��+��%���
������ก�ก�
	ก�
�	+ 105 ��� ����
����+��%:���	��4�+������ 50 ������ก�
	ก�
� �0�������ก�3ก�����+�
�����	��4�+3 "������!������3 
7	+���!���ก���	���"�	��4�+��7����0�
#"7a�3
"��
.���"���7	+7����	����ก# ����7a��0��H��������� 
3
"��
.������ 7	+#����'�7����0 ��"���� 7����ก��4	���	��4�+กI�
"�":�� ����"���������
���"ก�� ��2!�"��3�ก�	��4�+��/��"�2��
����:����"ก
��+����"�	���%4'� (/��"�.2��������a "��&���) 7	+
� 	 � � � % � �� �  ( /� � " � � & � � � a " � � & H � � � ) 
 . � � � % 4'� 3 + � 3 �� ( �
 � ��� � �I � ก �� � � � % � �� �  ( � 3 �� (  
��.�ก�� 7	+ ���
��  ��"����, 2547) ���H��ก���	���"��!4������ก&��ก�����������	'ก�	�3�ก����/���
��2!��0����	���"��ก�+/
"�����)���8��"7����0�
#" 7����33��
�ก��������	'ก�	��0�:.�	0���ก 7	+�������)
:�� ����"��ก
��������"ก�� ��ก�
�"7���	��4�+�������):#����� 
.�7���	��4�+#��.��0 ���
ก 
6.3 ก�
	ก�
� ������.ก:#���	�!� 45,840 ��"��2���	�!� 7,236 ��"��� ก�
	ก�
� (��
)�'  #���3��(, 
�H�%  
:/���� 7	+ ���
���  %���
6��, 2549) .���������.
"ก	���3 "��ก��4	���	�	'ก4������
�"# �� d !"����  �
����
�	���! �ก�.3�กก��4��#� ���
���� �+��� �"����
�����	� �4�+ 7	+7���
�����	�����  (Pangasius- 
hypophthalmus) ��2!�7ก�:#��(��	'ก�
����:������"�� ��2!�"3�ก7���	����������a���:#�:.�30������ก 

.�7���	�����#��.��0���
ก 6 ก�
	ก�
� ������.ก:#���	�!� 50,000 ��"���ก�
	ก�
� (Michael, 2006) ��2!�
�����ก
�7���	��4�+7	�� 7���	�����3+������.ก:#��'"ก�����+��) 6.9 ���� 
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.����������ก���กI��
ก&���0��/2���	�
.�����ก��7/�7#I"���3+������ก��"�	2�ก�� !" d !"/���7ก���(��
.
"ก	���#��"���:.� 
.���33
����" g ��!�ก�!��#��"��ก�+���ก��7/�7#I":.�7ก� 1) ��� Extender ���������!�/�
�32�3�"��0��/2�� 7	+�2.�+�+��	�ก����	2!����!7	+	.ก���/��	
""��#�"�
����3� 2) ��� cryoprotectant ����
�����!��������!���"ก
��d		�a'ก�0�	�����+����"ก�+���ก��7/�7#I"7	+ก��	+	�� d !"�����a/�������d		�
��./����H���	
"ก��7/�7#I" 7	+�
"# ����'�ก
� 3) �
���ก��	.��)�H'����!����+�����+����"#���ก��7/�
7#I".��� �
�"�����ก���กI��
ก&���0��/2���	�
.�����ก��7/�7#I"�
"����+
�/��.����2!���ก 
.�����+.���ก��
����
ก&��
�����
�����0� 7	+������ก������ !"��!3+/�����ก��4	���	�#�������
������2!���+
�/�����ก��
���+�	���"�
�����0� 7	+���+.
�������ก������:� .
"�
��ก����3
�����
�"���3 "���
�a���+�"����2!�% ก&�����ก��
�กI��
ก&���0��/2���	��4�+
.�����ก��7/�7#I" ��2!���/��.#�"��� extenders /��.7	+�����#��#��#�"��� 
cryoprotectants 7	+�
���ก��	.��)�H'�� ��!����+���0���
���0��/2���	��4�+ 7	+4	���	�	'ก4�� (hybrid 
species) 
.��/���0��/2��7/�7#I"�	��4�+4��ก
�:#��	�����  

 
1.2 2��L�-	���?8�����(2"C�1 

1.2.1 ��2!�% ก&�/��.#�"��� extenders /��.7	+�+.
������#��#��#�"��� cryoprotectants ��!
����+���0���
�ก���กI��
ก&���0��/2���	��4�+
.�����ก��7/�7#I" 

1.2.2 ��2!�% ก&��
���ก��	.��)�H'�� (freezing rate) ��!����+���0���
�ก���กI��
ก&���0��/2���	�
�4�+
.�����ก��7/�7#I" 

1.2.3 ��2!�4	���	�	'ก4�� (hybrid species) 
.��/���0��/2��7/�7#I"�	��4�+4��ก
�:#��	����� 

 
1.3 �!!�"M�(�����(2"C�1 

1.3.1 /�� .#�"��� extenders /�� .7	+�+.
 ������#� �#��#�"��� cryoprotectants ��! �/� ��
ก�+���ก���กI��
ก&���0��/2���	�
.�����ก��7/�7#I"��4	�����)H����ก���กI��
ก&���0��/2���	�  

1.3.2 �
���ก��	.��)�H'�� (freezing rate) ��!�/���ก�+���ก���กI��
ก&���0��/2���	�
.�����ก��
7/�7#I"��4	���ก�+���ก���กI��
ก&���0��/2���	�7��7/�7#I" 

1.3.3 ��0��/2��7/�7#I"�	��4�+�����a�0�:�4��ก
�:#��	�������2!�4	���	�	'ก4��      
(hybrid species) :.�  
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1.4 ��&$�����ก�	2"C�1 
 ก����3
���
�"���:.����"������2!�% ก&�/��.#�"��� extenders ����ก
�/��.7	+�+.
������#��#��#�"

��� cryoprotectants 7	+�
���ก��	.��)�H'�� ��!��4	���ก�+���ก���กI��
ก&���0��/2���	��4�+
.�����ก��
7/�7#I" 7	+�����a4	���	�	'ก4�� (hybrid species) 
.��/���0��/2��7/�7#I"�	��4�+4��ก
�:#��	����� 

.���+������)H��#�"��0��/2��7/�7#I"3�ก������dI���ก����	2!����!  (motility) ������dI���ก����/���� 
(viability) 7	+������dI���ก���e����� (fertilization) 

 

1.5 -	�01+(874;?��2#�C�6�@	�& 

1.5.1 ����a "������7	+����ก���กI��
ก&���0��/2���	��4�+
.�����ก��7/�7#I"��2!�7ก���(�����	�
��%4'���!����������')��
����ก����	���%���� ��ก�
�"/����
6�����ก�3ก�����+�	���"�	��4�+ 

1.5.2 �����a�0�������7	+����ก���กI��
ก&���0��/2���	��4�+:���+��ก���/���ก���กI��
ก&�
��0��/2���	�/��.�2!� g :.� 
.�����+����"��!"��ก	����	���!�ก	�3+�'(�
���� 

1.5.3 �����a4	���	�	'ก4�� (����
�") 
.��/���0��/2��7/�7#I"�	��4�+4��ก
�:#��	����� 
��2!�ก�����+�	���"���/�"��)�/�� 
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&774; 2 

-	"7�<(82		�ก		!�����(2"C�174;$ก4;12�@��    
 

2.1 +422"71�-��$��� 
�	��4�+ (Pangasius bocourti Sauvage, 1880) ��ก�+3���
���� ���#���+��%7a����/�� 

�+�
���ก����"�������30������ก (����.��� ก
��'/� �����)�
���+/����:����+/�/�	�� �������) ��
��+��%:������ก��7����0��3����+��7	+7����0�
#" ��7����0�
#"���7���	�3+����# ��:����2���0���2!�
��":#� 7�	�"��":#���'��+����"��+��%:��-	�� 7	+3+��":#���/��"����.'8� (Rainboth, 1996) d !"��
7a�3
"��
.������ ��ก.���� ����ก��� �	��4�+ 3
"��
.���"��� ��.����� ����ก��� �	���" H��ก	�" 
����ก��� �	�����.��" H�����2�����ก��� �	�
�" 
.����7���
�����	��4�+����33��
�:.���3�ก����������
�	��4�+���� 1 ��3�ก����/������	���" 
.����7���	��3��(�
������2!����� 4 �� 7���	�����0���
ก ��	�!� 6.4 
ก�
	ก�
� ���������	�!� 75 �d������� 7	+����	�3+����0���
ก ��	�!� 4.8 ก�
	ก�
� ���������	�!� 69 
�d������� 
.��ก��:�������a7�ก����7�ก���"�+����"��%
.�.'3�ก	
ก&)+H����ก:.� 7����/��"�.'
4���
�����	��4�+��%����3+���������"�'�ก����	��4�+��%4'� ��ก�
�"�	���%4'�3+��	0��
���!��������ก�����%
���� (.
"H����! 2.1) �
�"�����2!�����a'ก���"/
.�3�3 "�/�������..'��0��/2�����	���%4'� �����	���%�����
���/� 
Flexible Catheter ��2��/������"�	Iก g .'.:#���2!��
.#��.����4���%'���ก	�":#�ก�����.����
��ก�+���� 
d !"�	��4�+�����a30�7�ก����	
ก���ก�������:.�.
"��� (Tyson, 1991) 

Phylum Chordata 
Class Actinopterygii 

Order Siluroidei 
            Family Pangasiidae 
         Genus Pangasius 

Species Pangasius  bocourti   

 

 

 

 

 

 



ก. �	��4�+��%����                                                  #. �	��4�+��%4'� 

 
��574; 2.1 	
ก&)+H����ก#�"�	��4�+��%���� (ก) 7	+�	��4�+��%4'� (#) 

 
�	��4�+�����	���+ก'	�.���ก
��	����� 	
ก&)+�
!�:�#�"�	��4�+ 	0��
����	��"����#��"ก	�          
������������������กก�������	 ก	0��
���+��) 3.4-5.2 ���� �����
�ก	��� �������":�����
� �'����"
���� ���"�'� 7	+7��#��"�	Iก���� ����:#�
��	Iก ������#�"	0��
�3+����.0�������������"����#����
��	2�" ��%
���'���7�	�"��0�:�	��!����กd��3���!	+	����0��'" 
.�����+��7����0�
#" 3+����ก��/��"
�.2�������� a " ��a�����#�"��ก�� :#��	��4�+����:#���.3���0� ��	
ก&)+ก	� ��#������	2�" �	��
�
�������������	2����	2�"��2��#������� #��"	0��
���7a��	�0� �����ก��7�����3�" �	��
���I��
����������
��0���	������2�������� ���"��#�� ������"��7a����	�0�3�" ��ก3�ก���	
ก&)+�.��#�"�	��4�+��!7�."
a "����7�ก���"3�ก�	�/��.�2!�����+ก'	�.���ก
��
�� ��ก3�ก�����
���!ก	���ก��� 7	+��2!�	�"�
�4
�
.'3+������	��4�+����2�ก����������30������ก�����)	0��
� (���
6�� �����)� 7	+ /
�%��� %���ก�	, 2538; 
/�	�� ���������, 2544) �	��4�+��/��"�2��
����:����"ก
��+����"�	���%4'� (/��"�.2��������a "
��&���) 7	+�	���%���� (/��"��&���a "��&H���) 
.��	���%4'�3+�3��(�
������I�ก�����%���� ���H��
ก���	���"��!4������ก&��ก�����������	'ก�	�3�ก����/�����2!��0����	���"��ก�+/
"�����)���8��"7����0�

#" 7����33��
�ก��������	'ก�	��0�:.�	0���ก 7	+�������):������"������������"ก��#�"�ก&��ก� 
.
"�
����2!����ก���
6��#�"���ก�3ก�����+�	���"�	��4�+d !"ก0�	
"������!����7	+7����	����ก# ��7	+�����

 

 

 

           

 

 6 
 

 

 

 

 

 



���������2!�" 3 "������30�������!3+���"��	'ก�
�����	�30��������"��ก
��������"ก��#�"4'����
H� .���
�������������ก���กI��
ก&���0��/2���	�
.�����ก��7/�7#I"���3+������"�	2�ก�� !"��!3+7ก���(���0���
��	�
/��.��� (d !"��:#�7	+��0��/2����ก:�������ก
�) ����+�����a�กI��
ก&���0��/2���	����H��7/�7#I"��
:�
���3���	���2!���������.�����')�#�":#�3�ก�	���%���� 

 
2.2 +422"71�ก�	�+#��%� 

/�������ก��7/�7#I" (cryobiology) �������0��
(7	+��+
�/���0���
�ก���กI��
ก&��d		�
�2��
����7	+�
����� ��2!�ก��% ก&���3
���2��0���":�������	
"��
��+ ��2!���+
�/���0���
�ก���/���
����� ������+ก���0��
(�0���
�ก���กI��
ก&���0��/2���	�7��7/�7#I"��+ก��:�.��� 1) ��� Extender 
���������!�/��32�3�"��0��/2��ก���ก���กI��
ก&���2!�:�������0��/2���������#��#����ก�ก��:� ��ก�
�"�
"�������
����7�	�"�	
""�����ก
��
����3� 7	+/����2.�+�+��	�ก����	2!����!���ก
��
����3� 2) ��� Cryoprotectant 
���������!��������!���"ก
��d		�a'ก�0�	�����+����"ก�+���ก��7/�7#I"7	+ก��	+	�� d !"�����a/������
�d		���./����H���	
"ก��7/�7#I" 3) �
���ก��	.��)�H'��7	+�
���ก��	+	�� (Freezing rate and 
thawing rate) ��0��/2���	�7��	+/��.���"ก���
���ก��	.��)�H'��7	+�
���ก��	+	����!����+��7�ก���"ก
�
��ก:� 4) /��.7	+#��.#�"�	�.���3���0��/2�� (Volume, Size and Type of container) ���	��7��
:.�7ก� 7���	�.��" (French straw) ��2��	�.:��
� (cryotube) ������� 

 
2.3 �������	 extender +("����	���&?2�!$�@!�@(�����	 cryoprotectant �#�ก�	$ก%&

	�ก'�()*�$+,)�-��0�12"34ก�	�+#��%� 
��� extender ���������!�/��32�3�"��0��/2��7	+�
ก&���)���
��7	+ก���0�"��#�"�d		����3� 

�	�.3�����������"ก
��
�����3�ก������I�7	+ก��7/�7#I" 7	+�
"����7�	�"�	
""�����ก
��
����3� 
�����
���
���������ก	�"3�ก#���ก��������	�d �#�"���3� 7	+/����
ก&�����.
����
���ก �	
ก��
ก���	2�ก��� extender �
������	2�ก�����!��������
�	�	���� (Osmolality) �ก	�����"ก
�#�"��	�����0��/2��
�	� (seminal fluid) �
�"�����2!����"ก
�ก��ก�+����ก����	2!����!#�"��0��/2�� �	�7��	+ก	�����������
�	�	����
7�ก���"ก
��/�� 280-300 mOsm kg-1 �0���
�ก	����	���0�32. 7	+ 200-300 mOsm kg-1 �0���
��	���0���I� 
(Wayman and Tiersch, 2000) ��ก�������� extender ��ก3�ก3+��������
�	�	�����ก	�����"ก
�7	���
"���"
�������������" g �ก	�����"ก
�#�"��	�����0��/2���	���ก.��� �
�����" �������� ���
�	�	���� 7	+��� pH ��!
�
.:.��� seminal fluid #�"�	�� ก (Mekong giant catfish) 7	+�	����� (Striped catfish) .
"7�."��
����"��! 2.1  
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��	��74; 2.1 �������� ���
�	�	���� 7	+��� pH #�"#�"��	�����0��/2���	�  
Mekong giant catfish  Striped catfish  

Blood serum Seminal plasma  Blood serum Seminal plasma 

mOsm kg-1  

pH 

Ca++ (M) 

K+ (M) 

Cl- (M) 

Na+ (%) 

232±1.7 

7.5±0.3 

3.5±3.2 

ND 

0.22 

1.52 

267±4.5 

8.2±0.8 

0.78±1.1 

ND 

0.76±10.4 

0.43±0.06 

 273±1 

7.1±0.5 

ND 

0.01±0.01 

0.03±0.03 

1.67±0.56 

264±3 

8.3±0.6 

ND 

0.01±0.01 

0.93±0.54 

1.51±0.56 

��!��: Mongkonpunya, pupipat and Tiersch (2000); ND = not detected, 

 
3�กก��% ก&���!4�����/��.#�"��� extender ��!�/���ก���กI��
ก&���0��/2���	�������7�ก���"ก
�:���7��
	+/��.�	� 3�ก���"��ก��% ก&�#�" Kwantong and Bart (2003) ��!�0�ก���กI��
ก&���0��/2��
.�����ก��7/�
7#I"���	����� (Striped catfish, Pangasius hypophthalmus) 
.�% ก&�4	#�"��� HBSS (Hanksr 
balanced salt solution), C-F HBSS (Calcium-free Hanksr Balanced Salt Solution) 7	+ 0.9% NaCl 
(Sodium chloride) ����ก
���� cryoprotectant �������2!��/���� extender �
�" 3 /��. (HBSS, C-F HBSS 
7	+ 0.9% NaCl) :����4	���������dI���ก���e����� 7�����4	�!0�7�ก���"����"���
��0��
(��"�a���3�กก��
�/���0��/2���. (P<0.05) �ก����ก���/�����ก
� DMSO ��!�����#��#�� 8, 10, 12% ���4	#�"�
���ก��
�e�������!:��7�ก���"3�กก���/���0��/2���. (P>0.05) �/���.���ก
�3�กก��% ก&�#�" Mongkonpunya et al. 
(2000) :.�% ก&�ก���กI��
ก&���0��/2��7���+�+�
�����	����� 7	+�	�� ก (Mekong giant catfish, 

Pangasianodon gigas) % ก&�4	#�"��� BCB (Bicarbonate Buffer), C-F HBSS 7	+ 0.9% NaCl �����
���	�� ก ��2!��/� C-F HBSS 7	+ 0.9% NaCl ���������dI���ก���e�����:��7�ก���"ก
� 7	+���	�����
��2!��/� C-F HBSS 7	+ 0.9% NaCl ��������dI���ก���e������'"��.����ก
� 10±5% 7	+ 27±8% ���	0�.
� 7	+
3�กก��% ก&�#�" Kwantong and Bart (2006) :.��0�������ก���กI��
ก&���0��/2��
.�����ก��7/�7#I"��    
�	�����:��.	�"7	+% ก&���ก���กI��
ก&���0��/2���	���
� (Black ear catfish, Pangasius larnaudii) 
:.�4	ก��% ก&��/���.���ก
��	������2�ก���/� 10% DMSO ����ก
� 0.9% NaCl ���������dI���ก��
�e������'"ก���ก���/� 10% DMA ����ก
� C-F HBSS 7	+ 5% MeOH ����ก
� 0.9% NaCl 7�ก���"����"��
�
��0��
(��"�a��� (P<0.05) 7	+3�กก��% ก&�#�" Viveiros, So, and Komen (2000) :.��0�ก��% ก&�ก��
�กI��
ก&���0��/2��
.�����ก��7/�7#I"���	�.�ก�
ก&� (African catfish, Clarias gariepinus) 
.��/� Ginzburg 
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fish ringer ������� extender ����ก
� 5, 10, 15, 20, 25% DMSO ��2� MeOH ��������4	#�"������dI���
ก����ก:��7�ก���"����"���
��0��
(��"�a���3�กก���/���0��/2���. (P>0.05) �/���.���ก
�ก��% ก&� Viveiros, 
Lock, Woelders, and Komen (2001) :.��0�ก��% ก&�ก���กI��
ก&���0��/2��
.�����ก��7/�7#I"���	�/��.
�.���ก
� 
.��/� Ginzburg fish ringer ������� extender ����ก
� 10% MeOH 
.�.'�
���ก��	.��)�H'����!
���"ก
� �������������dI���ก����ก:��7�ก���"����"���
��0��
(��"�a���3�กก���/���0��/2���. (P>0.05) 

��� cryoprotectant ���������!��������!���"ก
��d		�a'ก�0�	�����+����"ก�+���ก��7/�7#I"7	+
ก��	+	��d !"�����a/�������d		���./����H���	
"ก��7/�7#I"d !"7��"���� 2 ก	����2�  

1) ��ก�����H�����d		� (permeating cryoprotectant) �2� ���������!30����"d �4����#���'�
H�����d		���2!��0�������!���"ก
��
�����:������ก�.#)+7/�7#I"7	+	+	�� �
�����"�������ก	������ :.�7ก� 
dimethyl sulfoxide (DMSO), glycerol, methanol (MeOH) 7	+ dimethyl acetamine (DMA) �������  

2) ��ก�����H����ก�d		� (non-permeating cryoprotectant) �2����������!��ก�����
���"ก
��
��������ก
��d		�#)+��!��'���ก�d		� 7	+�/�:.�4	.���!�����#��#���!0�ก�����ก7�ก (0.01-0.2) 
�
�����"�������ก	������:.�7ก� sucrose, polymers, starch 7	+ proteins (egg-yolk and skim milk) ������� 
(ก�&)� �"�	��((�, 2536)  
d !"��� cryoprotectant 3+��4	ก�+�������)���
��#�"#�"��	��
�"H����7	+H����ก�d		� ��2!�������� 
cryoprotectant 3+�ก�.ก����	�!��7�	"��)���
��#�"��	�/�������d		���./����H���	
"ก��7/�7#I":.�
��2!�"3�ก 1) ���"ก
��ก�.�ก	I.��0�7#I"H�����d		� ��2!�"3�กก��	.��)�H'���!0�ก���3�.��2�ก7#I" ��"4	���
#�"��	���!��'�����d		�7	+H�����d		� �0�����ก�.�ก	I.��0�7#I"H�����d		�7	+��ก�d		�:.� �0�����d		�
�'(������0�3��0����#�"��	�H�����d		��������#��#���'"3������
���������d		�:.� (�����)��0����d		�
��ก�ก�.4	 ก��กd !"����4	��������d		�) 2) ���"ก
�ก��	.#��.#�"�d		� �
���2!�"��3�ก����:����.�	
#�"�ก	2�7��7	+���	I�
��:	�� �/�� glycerol /�����
���	�!��������.�	#�" Na+ 3�กH�����d		�7	+
H����ก�d		� 
.�ก��#���" Na+ �#���'��d		� ����+#)+#���" Na+�#���'��d		� Na+  �����a3
�ก
���0� 3 "
����ก���0���0��#���'��d		�.��� ��ก��+ก���2�ก��7���#�"��� cryoprotectant �#���'��d		�����ก���#��:�
7����!��0���!7�����ก3�ก�d		� 3) /����":��d !"��)���
��#�"��2!������d		�7	+��2!���������7ก	7�		� �
�"���
��� cryoprotectant 7��	+/��.3+���"�������#��#����!����+����2!���!��ก�����7	+���"ก
��d		�a'ก�0�	�� 
��� cryoprotectant �	��/��. �/�� DMSO, DMA, MeOH 7	+ glycerol :.���ก���/�7	+���4	.����	�
�	��/��. 3�กก��% ก&�#�" Babiak, Glogowski, Brzuska, Szumice, and Adamk (1997) :.��0�ก��% ก&�
�กI��
ก&���0��/2��
.�����ก��7/�7#I"���	�:� (Common carp, Cyprinus carpio) 
.��/���� 10% DMSO, 
10 7	+ 15% DMA ����ก
� extender 12 /��. d !"�������2!��/� 15% DMA ����ก
� Kurokura et al. (1984) 
+10% Yolk 7	+ 10% DMA ����ก
� BE2 (BE2 original extender, 85 mM NaCl, 50 mM KCl, 3 mM 
CaCl2 7	+ 1 mM MgCl2)+10% Yolk ���������dI���ก���e�����:��7�ก���"����"���
��0��
(��"�a���3�ก
ก���/���0��/2���. (P>0.05) 7	+3�กก��% ก&�#�" Linhart, Rodina, and Cosson (2000) d !":.��0�ก��% ก&�
���	�/��.�.���ก
� :.��.	�"�/� 10% DMSO ������� cryoprotectant 
.��/�����ก
� Kurokura et al. 
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(1984) extender d !"��������������dI���ก����ก:��7�ก���"����"���
��0��
(��"�a���3�กก���/���0��/2���. 
(P>0.05) 7	+ก��% ก&�#�" Lahnsteiner, Berger, Horvath, Urbanyi, and Weismann (2000) ��ก���กI�
�
ก&���0 � �/2���	� Danube bleak (Chalcalburnus chalcoides)  
.�����ก��7/�7#I "  �0 �ก��% ก&���� 
cryoprotectant 3 /��. �2� DMSO, methanol 7	+ ethylene glycol ���+.
������#��#�� 5%, 10% 7	+ 
15% ����ก
� buffered sperm motility-inhibiting saline (SBMIS d !"��+ก��:�.��� 75 mmol L-1 NaCl, 
70 mmol L-1 KCl, 2 mmol L-1 CaCl2, 1 mmol L-1 MgSO4 and 20 mmol L-1 Tris (pH 8)) ����� 10% 
DMSO ��������dI���ก����	2!����!�'"��. (35.2±7.1) 7���!0�ก���7	+7�ก���"����"���
��0��
(��"�a���3�กก��
�/���0��/2���. (P<0.05) �/���.���ก
�ก
� Riley, Holladay, Chesney and Tiersch (2004) :.��0�ก��% ก&�4	
#�"��� cryoprotectant 3 /��. �2� MeOH, DMA 7	+ DMSO ��!�+.
������#��#�� 5 7	+ 10% ���	�
/��.�.���ก
� 
.��/� HBSS (200 mOsm kg-1) ������� extender �������2!��/� 10% DMSO ��������dI���
ก����	2!����!�'"��. (71%) 7	+3�กก��% ก&� Tian, Chen, Ji, Zhai, Sun, Chen and Su (2008) ��ก���กI�
�
ก&���0��/2���	� Spotted halibut (Verasper vaiegatus) 
.��/���� cryoprotectants 6 /��. �2� DMSO, 
ethylene glycol (EG), dimethylformamide (DMF), glycerol, MeOH, 7	+ propylene glycol (PG) ��!�+.
�����
�#��#�� 13.3% ����ก
� TS-2 (110 mM sucrose, 100 mM KHCO3 7	+10 mM Tri Cl) 
.������ DMSO 
7	+ propylene glycol ���������dI���ก��ก���e�����7	+������dI���ก����ก�'":��7�ก���"3�กก���/�
��0��/2���.����"���
��0��
(��"�a��� (P>0.05) ��ก�
�"3�กก��% ก&� Lanes et al. (2008) ��ก���กI��
ก&�
��0��/2���	� Brazilian flounder (Paralichthys orbignyanus) 
.�����ก��7/�7#I" 
.�������������+����"
ก���/� 10% DMSO ����ก
� sucrose 7	+ 12% glycerol ����ก
� saline �����ก���/� 10% DMSO ����ก
� 
sucrose 7	+ 12% glycerol ����ก
� saline ���������dI���ก���e�����7	+������dI���ก����ก:��7�ก���"ก
�
7	+:��7�ก���"3�กก���/���0��/2���.����"���
��0��
(��"�a��� (P>0.05) 7	+3�กก��% ก&� Huang et al. 
(2009) ��ก���กI��
ก&���0 � �/2���	� Guppies (Poecilia reticulate) 7	+�	�  Black mollies (Poecilia- 
latipinna) 
.�����ก��7/�7#I" 
.��/� glycerol (5, 12 7	+ 20%), DMSO (5, 10 7	+ 15%), DMF (2, 5 7	+ 
8%), MeOH (2, 6 7	+ 10%) 7	+ sucrose (5, 10 7	+ 15%) ����ก
� HBSS ��������	� Guppies ก���/� 
20% glycerol ���������dI���ก����	2!����!�'"ก������������/��.�2!� g 7	+:��7�ก���"3�กก���/���0��/2���.
����"���
��0��
(��"�a��� (P>0.05) 7	+���	� Black mollies �����ก���/� 12 7	+ 20% glycerol ���
������dI���ก����	2!����!�'"ก������������/��.�2!� g 7	+:��7�ก���"3�กก���/���0��/2���.����"���
��0��
(
��"�a��� (P>0.05) 7������":�กI���3�กก��% ก&�#�" Lahnsteiner, Mansour, and Weismann (2002) ��ก��
�กI��
ก&���0��/2���	� Burbot  (Lota lota) 
.�����ก��7/�7#I" �0�ก��% ก&���� cryoprotectant 3 /��. �2� 
10% MeOH, 5% glycerol 7	+ 10% DMSO ��2!��/�����ก
� 1.5% glucose+7% egg yolk 7	+�/����	+	��
��2!�/�����ก���e����� 3 /��. �2� 25, 50 mmol L-1 NaCl, pH 8.5 7	+��0� �������2!��/� 10% MeOH 
����ก
�ก���/����	+	����2!�/�����ก���e����� 50 mmol L-1 NaCl, pH 8.5 ��2� 25 mmol L-1 NaCl,    
pH 8.5 ���������dI���ก���e�����:��7�ก���"����"���
��0��
(��"�a���3�กก���/���0��/2���. (P>0.05) 7	+
3�กก��% ก&� Lahnsteiner, Berger, Horvath, and Urbanyi (2004) ��ก���กI��
ก&���0��/2���	� Sterlet 
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(Acipenser ruthenus L.) 
.�����ก��7/�7#I" :.��0�ก��% ก&���� cryoprotectant 2 /��. �2� DMSO 7	+ 
MeOH ���+.
������#��#�� 7.5% 7	+ 10% ��2!��/�����ก
� KCl ����� extender base ���+.
�����
�#��#�� 2 mML-1 7	+ 5 mML-1 7	+ก��	+	����! 25 7	+ 30 �"%��d	�d��� ������	� 30 ������ ��2!�.'
������dI���ก���e����� �������2!��/� 7.5% MeOH ����ก
� 5 mML-1 ����� extender base ก��	+	����! 25 
�"%��d	�d��� ���������dI���ก���e������'"��. (32.70±4.4) d !":��7�ก���"����"���
��0��
(��"�a���3�ก
ก���/���0��/2���. (P>0.05) 7	+3�กก��% ก&� Mansour, Richardson and McNiven (2006) ��ก���กI��
ก&�
��0��/2���	� Arctic char (Salvelinus alpines L.) 
.��/� DMSO, DMA 7	+ MeOH ��!�+.
������#��#�� 
10% 
.����������������ก
� extender 2 /��. �2� glucose 7	+ Lahnsteinerrs �����ก���/� 10% MeOH 
����ก
� glucose 7	+ 10% DMA ����ก
� Lahnsteinerrs ���������dI���ก����	2!����!7	+������dI���ก��
�e������'"ก���ก���/����������/��.�2!� g 7�ก���"����"���
��0��
(��"�a��� (P<0.05) 

�������	�ก	��� Catfish ��ก���/�/��.��� cryoprptectants 7	+�+.
������#��#��������
�	�ก�	��7�ก���"ก
���ก:� .
"7�."������"��! 2.2 

 
��	��74; 2.2 ��� cryoprotectant 7	+��� extender ��!�/���ก���กI��
ก&���0��/2��
.�����ก��7/�7#I"���	�

ก	��� catfish 
Catfish species Cryoprotectant Extender Reference 

Clarias gariepinus 

 
 
 
 

 

Clarias batrachus 

Heterobranchus 

longifilis 

5% glycerol 
11% glycerol 
9% glycerol 
9% glycerol 
10% DMSO 

 
10% glycerol 

5% DMSO+ 5% glycerol 
+ 10% egg yolk 

5% glucose 
5% glucose 
4% glucose 
4% glucose 

333 mmol L-1 
fructrose 

0.6% NaCl 
Mounib solution 

Steyn et al., 1985 
Steyn and Van, 1987 
Steyn, 1993 
Van et al., 1993 
Urbanyi et al., 1999 
 
Padhi and Mandal, 1995 
Oteme et al., 1996 

��!��: Viveiros et al. (2000) 
 

3�กก��% ก&�#�" Lang, Riley, Chandler, and Tiersch (2003) �0�ก��% ก&�ก���กI��
ก&���0��/2��
.�����ก��
7/�7#I"���	� Blue catfish (Ictalurus furcatus) 
.��/� DMSO (5, 10, 15 7	+ 20%), MeOH (5, 10, 15, 
20 7	+ 25%), glycerol (5 7	+ 10%) 7	+ DMA (5, 10 7	+ 15%) ����ก
� HBSS 
.�������dI���ก��
��	2!����!a'ก��+������!�+�+��	� 0, 15 7	+ 30 ���� �������2!��/� 5, 10, 15% MeOH 7	+ 5% DMA ��2� 
DMSO ��������dI���ก����	2!����!�'"ก�������������2!� g 7	+������dI���ก����	2!����! ��!�+�+��	� 0, 15 
7	+ 30 ���� :��7�ก���"ก
�����"���
��0��
(��"�a��� (P>0.05) �/���.���3�กก��% ก&�#�" Ogier de 

 

 11 
 

 

 

 

 

 



Baulny, Lobbe, and Maisse (1999) ��!�0�ก��% ก&�ก���กI��
ก&���0��/2��
.�����ก��7/�7#I"�� European 
catfish (Silurus glanis L.) 
.��/���� DMSO, DMA, glycerol, MeOH 7	+ propylene glycol ��!����
�#��#�� 5, 10 7	+ 15% �������2!��/� 10% DMA ��2� 15% DMA ���������dI���ก����	2!����!�'"7�ก���"
����"���
��0��
(��"�a���3�กก���/����:��
�
�����7����/��.�2!� (P<0.05) 7	+3�กก��% ก&�#�" 
Horvath and Urbanyi (2000) ��!�0�ก��% ก&�ก���กI��
ก&���0��/2��
.�����ก��7/�7#I"���	�.�ก�
ก&�
.��/� 
10% DMSO 7	+ 10% DMA ����ก
� 6% Fructose 
.��/��������#�"��0��/2����!7�ก���"ก
� (100 µL 7	+ 
200 µL) 7	+���������������ก��4�������7������ก7	+7��7��" �����������dI���ก����ก��!:.�:��������
7�ก���"ก
�����"���
��0��
(��"�a���  (P>0.05) ��ก3�ก���3�กก��% ก&�#�" Viveiros et al. (2000) 
�0�ก��% ก&�ก���กI��
ก&���0��/2��7/�7#I"���	�.�ก�
ก&� 
.��/� Ginzburg fish ringer ����ก
� DMSO ��2� 
MeOH ��!�+.
������#��#�� 10 7	+ 15% �������2!��/� 10% MeOH �
���ก���32�3�"��0��/2�� ��! 1:20 7	+ 
1:200 ���4	#�"������dI���ก����ก����ก
� 60.0% 7	+ 58.3% d !":��7�ก���"����"���
��0��
(��"�a���3�ก
ก���/���0��/2���. (P>0.05) ����� Christensen and Tiersch (1997) �0�ก��% ก&�ก���กI��
ก&���0��/2��
.�
����ก��7/�7#I"���	�ก.�����ก� (Channel catfish, Ictalurus punctatus) 
.��/� HBSS ������� extender 
����ก
� ��� DMA 7	+ MeOH ��!�+.
������#��#�� 5, 10, 15% :.��0�ก��% ก&�����ก
�#��.#�" straw ��!
�/��กI��
ก&���0��/2��7/�7#I" (0.25 ml 7	+ 0.5 ml) �������2!��/� 5% MeOH ����ก
� 0.25 ml straw ���4	
#�"������dI���ก����	2!����!�'"7	+7�ก���"����"���
��0��
(��"�a��� (P=0.0001) 3�กก���/� DMA �/��
�.���3�กก��% ก&�#�" Muchlisin, Hashim, and Chong (2004) :.�% ก&�ก���กI��
ก&���0��/2��
.�����ก��7/�
7#I"���	� Tropical bagrid catfish (Mystus nemurus) 
.��/���� MeOH, ethanol, glycerol 7	+ DMSO 
��!�����#��#�� 5, 10, 15% �������2!��/� 10% MeOH ����ก
� ringer ���4	#�"������dI���ก����	2!����!�'"
��!��. (58%) d !"7�ก���"����"���
��0��
(��"�a���3�กก���/����:��
�
�����7����/��.�2!� g (P<0.05) 
7	+3�กก��% ก&�#�" Linhart, Billaed, and Proteau (1993) ��!�0�ก��% ก&�ก���กI��
ก&���0��/2��7/�7#I"�� 
European catfish 
.��/� 200 mM NaCl, 30 mM tris, pH 7 ������� extender ����ก
���� glycerol 7	+ 
DMSO ��!�����#��#�� 5, 10, 20, 30, 40, 50 ����� 10% glycerol ���������dI���ก����	2!����!�'"��!��. 
(36.6%) d !"�����ก���/� glycerol ��!�+.
������#��#�� 10-30% ���������dI���ก����	2!����!��'���/��"     
13-36% 7	+3�ก�
���0�ก��% ก&����
.�ก������������� glycerol ��!�+.
������#��#�� 10, 12, 15 7	+ 
20% �������!�+.
������#��#�� 12% ���������dI���ก����ก.�ก�����!�+.
������#��#�� 10, 15 7	+ 20% 
7	+:��7�ก���"3�กก���/���!�+.
������#��#�� 15% (P>0.05) 7��7�ก���"3�กก���/���!�+.
������#��#�� 
10 7	+ 20% ����"���
��0��
(��"�a��� (P<0.05) 
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3�กก�����3�����ก���4	#�"��� extenders 7	+��� cryoprotectants ���ก���กI��
ก&���0��/2��
�	�
.�����ก��7/�7#I" 3+��I�:.������� extender ��!�����/��2� Ginzburg fish ringer, C-F HBSS 7	+ 0.9% 
NaCl ������� cryoprotectant ��!�����/��2� DMSO, DMA, MeOH 7	+ glycerol ����":�กI������	�
ก	���  catfish /��.��� extenders /��.7	+�+.
������#��#��#�"��� cryoprotectants �
 "������
�	�ก�	��7	+���4	7�ก���"ก
���ก:����/��.#�"�	� 3 "�
":�������a����:.������� extender 7	+ 
��� cryoprotectant /��.�.��!����+����!3+�0����/�% ก&���ก���กI��
ก&���0��/2���	��4�+ ��2!�"3�ก����ก��
�กI��
ก&���0��/2���	�
.�����ก��7/�7#I"�
":����ก��% ก&��0���
��	�/��.��� .
"�
����ก��% ก&���
�"�����
3�.��+�"����2!���/��.#�"��� extender /��.7	+�+.
������#��#��#�"��� cryoprotectant �0���
�ก��
�กI��
ก&���0��/2���	��4�+ 

 
2.4 ��������	�ก�	������� !"�#�ก�	$ก%&	�ก'�()*�$+,)�-��0�12"34ก�	�+#��%� 

�����0���I3#�"ก���กI��
ก&���0��/2���	�:������"7��# ����'�ก
�/��.#�"��� extender /��.7	+
�+.
������#��#��#�"��� cryoprotectant ��! ����+�������
��7���
"# ����'�ก
��
���ก��	.��)�H'����!
����+�����+����"#���ก��7/�7#I".��� ��#���ก��7/�7#I"7	+ก��	+	����0��/2���	�����
ก�+���ก����!�ก�!��#��"ก
�ก����	�!��7�	"��"ก��H�� ���� 7	+ก��7����#��-��ก#�"��0��+����"�d		�
7	+�
�ก	�" 
.��������2!���ก��	.��)�H'��	"�!0�ก���3�.��2�ก7#I"#�"#�"��	���!��'�����d		�7	+H����
�d		� 3+�0�����ก�.�ก	I.��0�7#I"H�����d		��ก�.# ��/��ก���ก���ก�.�ก	I.��0�7#I"��#�"��	���� g �d		� 
��2!�"��3�ก�
�a'ก	+	����#�"��	���� g �d		��������#��#���'"# ����������)ก���ก�.��0�7#I"��
#)+��!�
":���ก�.�ก	I.��0�7#I"H�����d		� .
"�
���d		�3 "�'(������0�����+����:����.�	#�"7�".
� 
���
���ก7	+a���
���ก��	.��)�H'������:�����"/�� g 3+�0������0�7�����ก3�ก�d		�/�� g ��2��ก�. 
Dehydration �0�����d		���#��.�	Iก	"��2����!�� d !"�0�����d		����:.� ��ก�
�"a���
���ก��	.��)�H'��
����:�����"��.��I�3+�0�����ก�.�ก	I.��0�7#I"H�����d		�7	+��2!���������7ก��	��a'ก��!�7�"
.��ก	I.
��0�7#I" ��2���3�ก�. Cold shock:.� .
"7�."��H����! 2.2  
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��574; 2.2 ก����	�!��7�	"��!�ก�.# ��#)+	.��)�H'��������ก��7/�7#I"�'��ก��	�!��7�."#��.7	+

30�����ก	I.��0�7#I" (ก�&)� �"�	��((�, 2536) 

 
3�ก��!ก	�����7	��3+��I�:.������2!��0�ก��7/�7#I"�
���ก��	.��)�H'������"/����2���I����"กIก������ก�.
�
���������d		� .
"�
���
���ก��	.��)�H'����!����+��3+�0�����
�����"�d		�7/�7#I"���
���ก����./����
�'"# ��:.� 7������":�กI����
���ก��	.��)�H'����!����+���7�ก���"ก
�:����/��.�d		���2���3���"ก
�:�
���/��.�
���7�����3+�����d		�/��.�.���ก
� d !".
"�
�����"��ก	����	��+�	���
���ก��	.��)�H'����!
7�ก���"ก
���ก:����/��.�	� .
"7�."������"��! 2.3 

 
��	��74; 2.3 �
���ก��	.��)�H'����!����+����ก���กI��
ก&���0��/2��
.�����ก��7/�7#I"��ก	����	��+�	 

Species Freezing rate (°C min-1) Reference 

Barramundi 
Cod 

Hirame 
Seabass 
Seabass 

Seabream 
Turbot 

31 
5 
8 

10 
65 
10 
99 

Leung, 1987 
Mounib et al., 1968 
Tabata and Mizuta, 1997 
Villani and Catena, 1991 
Fauvel et al., 1998 
Barbato et al., 1996 
Dreanno et al., 1997 

��!��: Suquet, Dreanno, Fauvel, Cosson, and Billard (2000) 
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d !"3�กก��% ก&�#�" Christensen and Tiersch (2005):.��0�ก��% ก&�ก���กI��
ก&���0��/2���	�ก.�����ก�

.�����ก��7/�7#I" 
.��/� 5% MeOH ����ก
� HBSS ��!�
���ก��	.��)�H'�� 45 �"%��d	�d����������7	+ 
3 �"%��d	�d����������3�ก -4 �"%��d	�d��� a " -80 �"%��d	�d��� d !"�������!�
���ก��	.��)�H'����! 45 
�"%��d	�d������������������dI���ก����	2!����! (33±9%) �!0�ก���7	+7�ก���"3�กก���/��
���ก��	.
��)�H'����!  3 �"%��d	�d���������� (83±13%; P<0.002) �/���.���ก
�3�กก��% ก&�#�" Mongkonpunya, 
Chairak, Pupipat, and Tiersch (1995) :.��0�ก��% ก&�ก���กI��
ก&���0��/2���	�� ก
.�����ก��7/�7#I" 
.�
�/� 9% DMSO ����ก
� C-F HBSS ��2� BCB 7	+������������
���ก��	.��)�H'����! 12 �"%��d	�d���
�������7	+ 22 �"%��d	�d���������� �/�ก��	.��)�H'��7�� Liquid nitrogen vapor �������!�
���	.
��)�H'���.���ก
�7��������32�3�"���"ก
� (C-F HBSS ��2� BCB) ��������dI���ก���e�����:��7�ก���"ก
� 
(P>0.05) 7����!�
���ก��	.��)�H'����! 12 �"%��d	�d���������� ��������dI���ก���e����� (73.7±7.2%) d !"
�'"ก�����!�
���ก��	.��)�H'����! 22 �"%��d	�d���������� (21.4±10.4%; P<0.01) 7	+3�กก��% ก&�#�" 
Viveiros et al. (2000) :.��0�ก��% ก&�ก���กI��
ก&���0��/2���	��	�.�ก�
ก&�
.�����ก��7/�7#I" 
.��/� 10% 
MeOH ����ก
� Ginzburg fish Ringer 
.�.'�
���ก��	.��)�H'����! 2, 5 7	+ 10 �"%��d	�d���������� 
3�ก 5 �"%��d	�d��� 3�a "��)�H'�����"g (-25, -30, -35, -40, -45, -50, -55, -60, -65, -70 �"%��d	�d���) 
7	+�0����������������! Holding time 0, 2 7	+ 5 ���� d !"�������!�
���	.��)�H'�� 5 �"%��d	�d������
���� 3�ก 5 a " -45 7	+ -50 �"%��d	�d��� 7	+��!�
���	.��)�H'�� 10 �"%��d	�d���������� 3�ก 5 a " -55 
�"%��d	�d��� ��������dI���ก����ก:��7�ก���"ก
�����"���
��0��
(��"�a���3�กก���/���0��/2���. (P>0.05; 
����"��! 2.4) 7	+����� Viveiros et al. (2001) :.��0�ก��% ก&�ก���กI��
ก&���0��/2���	�/��.�.���ก
�
.�
����ก��7/�7#I" 
.��/� MeOH (2.47 M) ����ก
� Ginzburg fish Ringer (123.2 mM NaCl, 3.75 mM KCl, 
3.0 mM CaCl2, 2.65 mM NaHCO3, pH 7.6, 244 mOsm kg-1) 
.�.'�
���ก��	.��)�H'����! 2, 5 7	+ 10 
�"%��d	�d���������� 3�ก -5 �"%��d	�d��� 3�a "��)�H'�����"g (-30, -35, -40, -45, -50 �"%��d	�d���) 
7	+ Holding time 0 7	+ 5 ���� �������!�
���	.��)�H'�� 2 �"%��d	�d���������� 3�ก -5 a " -40 �"%�
�d	�d��� 7	+��!�
���	.��)�H'�� 5 �"%��d	�d���������� 3�ก -5 a " -40 �"%��d	�d�����! Holding time 5 
����7	+��!�
���	.��)�H'�� 10 �"%��d	�d���������� 3�ก -5 a " -40 7	+ -45 �"%��d	�d�����! Holding 
time 5 ���� ��������dI���ก����ก:��7�ก���"ก
�����"���
��0��
(��"�a���3�กก���/���0��/2���. (P>0.05) d !"
�������!�
���	.��)�H'�� 5 �"%��d	�d���������� 3�ก -5 a " -40 �"%��d	�d�����! Holding time 5 ����
����+�0���
���ก���กI��
ก&���0��/2���	�.�ก�
ก&� .
"7�."������"��! 2.4 
 

 

 

 

 

15 
 

 

 

 

 

 



��	��74; 2.4 4	#�"�
���ก��	.��)�H'����ก���กI��
ก&���0��/2���	� African catfish
.�����ก��7/�7#I" 
Freezing rate (Hatching rate (%)) 

2 °C min-1 5 °C min-1 10 °C min-1 

Endpoints 

(ºC) 
Hold (min) Reference 

0d 
0d 

2.7±1.1d 
40.7±4.8b 

20.6±10.3c 

11.2±5.3cd 
8.3±3.4cd 

5.6±3.5cd 
N 
N 

72.5±7.1a 

N 
N 
N 

3.9±2.0d 
73.7±7.2a 

66.2±12.1a 

41.1±14.4b 
25.5±18.1bc 
10.3±1.7c 

N 
79.9±15.5a 

0d 
0d 
0d 
0d 

1.5±2.2d 
28.7±28.5c 
51.8±9.7ab 

38.6±16.1bc 

N 
N 

59.8±10.7 

-25 
-30 
-35 
-40 
-45 
-50 
-55 
-60 
-65 
-70 

control 

- 

Viveiros et al., 
2000 

0.0±0.0d 
0.0±0.0d 

5.1±16.9d 
25.9±6.4c 
60.9±9.3ab 
26.7±10.0c 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

73.7±1.5a 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

0.3±0.8d 
52.4±6.4b 
1.2±1.9d 
80.9±3.4a 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

73.7±1.5a 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

1.6±3.9d 
82.9±3.4a 
2.8±2.6d 
80.5±6.9a 
5.2±4.8d 
33.8±8.8c 
73.7±1.5a 

-30 
-30 
-35 
-35 
-40 
-40 
-35 
-35 
-40 
-40 
-40 
-40 
-45 
-45 
-50 
-50 

control 

0 
5 
0 
5 
0 
5 
0 
5 
0 
5 
0 
5 
0 
5 
0 
5 

Viveiros et al., 
2001 

��������: N= endpoint not tested with a given freezing rate; �
��
ก&� a, b, c, d ��7��	+��	
���7�."����
7�ก���"����"���
��0��
(��"�a��� (P<0.05) 
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7	+3�กก��% ก&�#�" %�����  �/�
���, ���
)*��  ��!��
��� 7	+ ����"%�  ��6��
����/
� (2548) :.��0�ก��% ก&�
ก���กI��
ก&���0��/2���	���
�
.�����ก��7/�7#I" 
.��/��
���ก��	.��)�H'�� 10, 5 7	+ 3 �"%��d	�d���
������� �������!�+.
��
���ก��	.��)�H'�� 10, 5 7	+ 3 �"%��d	�d���������� ���������dI���ก����	2!����!
:��7�ก���"ก
�����"���
��0��
(��"�a��� (P>0.05) �/���.���ก
�ก��% ก&�#�" Fabbrocini, Lavadera, 
Rispoli and Sansone (2000) :.��0�ก��% ก&�ก���กI��
ก&���0��/2��
.�����ก��7/�7#I"���	� Seabream 
(Sparus aurata) 
.�.'�
���ก��	.��)�H'����! 10 7	+ 15 �"%��d	�d���������� 3�ก 0 �"%��d	�d���a "   
-150 �"%��d	�d��� ������
���	.��)�H'����! 10 7	+ 15 �"%��d	�d���������� ��������dI���ก����	2!����!
:��7�ก���"ก
�����"���
��0��
(��"�a���  (P>0.05) 7	+3�กก��% ก&� Sansone, Fabbrocini, Ieropoli, 
Langellotti, Occidente Matassino (2002) �0�ก��% ก&�4	#�"�
���ก��	.��)�H'�����	� Sea bass 
(Dicentrarchus labrax, L.)
.��/��
���ก��	.��)�H'����! 10, 12, 15 7	+ 24 �"%��d	�d���������� �����
��2!��/��
���ก��	.��)�H'����! 15 �"%��d	�d���������� ���������dI���ก����	2!����!�'"ก���ก���/��
���ก��
	.��)�H'����!�+.
� 10, 12 7	+ 24 �"%��d	�d����������7�ก���"ก
�����"���
��0��
(��"�a��� (P<0.05) 
7�����������dI���ก����	2!����!�!0�ก���7�ก���"3�กก���/���0��/2���. (0.02 <P< 0.05) ��ก�
�"3�กก��% ก&� 
Vuthiphandchi, Chomphuthawach and Nimrat (2009) :.��0 �ก��% ก&����	� Red snapper (Lutjanus- 
aegentimaculatus) 
.��/��
���ก��	.��)�H'����! 3, 5, 10, 7	+ 12 �"%��d	�d���������� ��)�H'����.����
��! -40 7	+ -80 �"%��d	�d��� �������!�
���ก��	.��)�H'�� 10 �"%��d	�d���������� 7	+��)�H'����.����
��! -80 �"%��d	�d��� ���������dI���ก����	2!����!7	+������dI���ก����/�����'"ก�������������2!� g 7	+3�ก
ก��% ก&�#�" Huang, Dong and Tiersch (2004) :.��0�ก��% ก&�ก���กI��
ก&���0��/2��
.�����ก��7/�7#I"��
�	� Platyfish (Xiphophorus couchianus) 
.�.'�
���ก��	.��)�H'����! 5, 25 7	+ 45 �"%��d	�d������
���� 3�ก 5 �"%��d	�d��� a " -80 �"%��d	�d��� �������!�
���	.��)�H'�� 25 �"%��d	�d���������� ���
������dI���ก����	2!����!�'"ก����
���ก��	.��)�H'����! 5 �"%��d	�d���������� 7	+ 45 �"%��d	�d������
���� d !"������7�ก���"ก
�����"���
��0��
(��"�a��� (P<0.05) �/���.���3�กก��% ก&�#�" Huang, Dong, 
Walter and Tiersch (2004) :.��0�ก��% ก&�ก���กI��
ก&���0��/2��
.�����ก��7/�7#I"���	� Green swordtail 
(Xiphophorus helleri) 
.�.'�
���ก��	.��)�H'����! 5, 25 7	+ 45 �"%��d	�d���������� 3�ก 5 �"%�
�d	�d��� a " -80 �"%��d	�d��� �������!�
���	.��)�H'�� 25 �"%��d	�d���������� ���������dI���ก��
��	2!����!�'"ก����
���	.��)�H'����! 5 7	+ 45 �"%��d	�d����������7�ก���"ก
�����"���
��0��
(��"�a��� 
(P<0.004)  � � ก 3 � ก ��� 4 	 ก � � % ก & � # � "  Routray, Dash, Dash, Swain, Sarkar and Sarangi (2008) ��!
�0�ก��% ก&�4	#�"�
���ก��	.��)�H'�����	� Silver barb (Puntius gonionotus) 
.��/��
���ก��	.
��)�H'����! 4, 10, 16 7	+ 22 �"%��d	�d���������� �������2!��/��
���ก��	.��)�H'����! 16 �"%��d	�d���
������� ���������dI���ก���e������'"ก���7	+7�ก���"3�กก���/��
���ก��	.��)�H'����!�+.
��2!� g 
(P<0.05) 7	+3�กก��% ก&�#�" Kwontong and Bart (2003) �0�ก��% ก&�ก���กI��
ก&���0��/2��
.�����ก��
7/�7#I"���	����� 
.�������������+����"����ก��	.��)�H'��7�� One-step 
.�ก��	.��)�H'����! 10 
�"%��d	�d���������� 3�ก 20 a " -80 �"%��d	�d��� 7	+ Two-steps 
.�ก��	.��)�H'����!  4 �"%�

 

17 
 

 

 

 

 

 



�d	�d���������� 3�ก 3 a " -4 �"%��d	�d��� 7	+ 11 �"%��d	�d���������� 3�ก -4 �"%��d	�d��� a " -80 
�"%��d	�d��� �����ก��	.��)�H'��7�� One-step 7	+ Two-steps ��������dI���ก���������:��������
7�ก���"ก
�����"���
��0��
(��"�a��� (P>0.05) d !"��.�	��"3�กก��% ก&�#�" Warnecke and Pluta 
(2003) �0�ก��% ก&�ก���กI��
ก&���0��/2��
.�����ก��7/�7#I"���	�:� ������������
���ก��	.��)�H'��
7�� One-step 
.�ก��	.��)�H'����! 10 �"%��d	�d���������� 3�ก 2 a " -50 �"%��d	�d��� ก
��
���ก��
	.��)�H'��7�� Three-steps  2 7�� 
.� Three-steps 7����! 1 ���
���	.��)�H'����! 5 �"%��d	�d������
���� 3�ก 2 a " -7 �"%��d	�d��� 7	+ 3 �"%��d	�d���������� 3�ก -7 �"%��d	�d��� a " -30 �"%�
�d	�d��� 7	+ 2 �"%��d	�d���������� 3�ก -30 �"%��d	�d��� a " -80 �"%��d	�d��� 7	+ Three-steps 
7����! 2 ���
���	.��)�H'����! 0.5 �"%��d	�d���������� 3�ก 2 a " -7 �"%��d	�d��� 7	+ 1 �"%��d	�d���
������� 3�ก -7 �"%��d	�d��� a " -30 �"%��d	�d��� 7	+ 2 �"%��d	�d���������� 3�ก -30 �"%��d	�d��� 
a " -80 �"%��d	�d��� �����ก��	.��)�H'��7�� Three-steps 7����! 1 ��������dI���ก����	2!����!�
�"��.
�'"��. (40±6%) 7��:��������7�ก���"3�กก��	.��)�H'��7�� One-step (P>0.05) 3�ก#���'	.
"ก	���
������
���ก��	.��)�H'����!�/���ก���กI��
ก&���0��/2���	���ก���	2�ก�/��
���ก��	.��)�H'���
��7�ก���"
ก
���ก:�# ����'�ก
�/��.�	� 3 ":�������a����:.�����
���ก��	.��)�H'���+.
��.��!����+����!3+
�0����/�% ก&���ก���กI��
ก&���0��/2���	��4�+ .
"�
����ก��% ก&���
�"�����3�.��+�"����2!����
���ก��	.
��)�H'����!����+���0���
�ก���กI��
ก&���0��/2���	��4�+ 
 

2.5 ก�	��"�-��� ก��! (� ก-���2�10!�) 0�1I+@()*�$+,)��+#��%� 
��ก�+���ก���กI��
ก&���0��/2���	�
.�����ก��7/�7#I" ��0��/2��7/�7#I"��!:.���ก3�ก3+�����a

7ก���(��/��"�2��
����:����"ก
��+����"�	���%4'�7	+�	���%�������	��4�+7	���
"�����a�0�:��/�
��+
�/����ก��4��#����
������2!����:.��	�����
����������2�	'ก4��/��.������!��	
ก&)+�.�������!
���"ก��7	+��2!��0�:��/���+
�/�����/�"ก����� d !"��33��
����	�	'ก4����!�����	��%�&�ก�3��!�'�3
ก�2� 	'ก
4�����ก��� d !"����	'ก4����!�ก�.3�กก��4���+����"�	�.�ก�
ก&���%4'�ก
��	�.�ก�����%���� d !"	'ก4����
������dI���ก����ก7	+������dI���ก����.�'" ��ก�
�"	'ก4����!:.����
���ก���3��(����
���.��I� ��������

���'" ��/���.� ��	
ก&)+����2���ก	�����"ก
��	�.�ก��� 7	+�ก&��:.��0�	'ก4��:��	���"�/�"ก����� 7	+
������!����
�#�"���
H���������".� (��3����  ��'#�
(, ����  �
�"��":�
�3��, ก0�/
�  	��
)���6� 7	+    
��
//
�  ���������, 2533) ��ก3�ก���	'ก4��#����
�����	���	��!�'�3
ก�
!�:��2� �	��
���� d !"����	'ก4����!
�ก�.3�กก��4���+����"�	��	���	7	+�	������%  �����	���!:.��
�ก����
����"����
�������.�# �� 
	
ก&)+�.��#�"�	��
���� �2� ��2��4�
"/��"���"��#���+��. ���"3�ก��2���	�/��.�2!�
.��
!�:�3+��4�
"
/��"���"���������.0� �
��	Iก �
���� �������)��2����กa " 40% #�"��0���
ก ����
���I� ��2��#��7���
	+����. 7	+��
H/��ก���'" �	��
����3 "�����	�d !"�ก&��ก�4'���������������a�	���":.����/�"
�%�&�ก�3 4	4	��������!���"ก��#�"�	�. (���/��� ��
.����, 2542) ��ก�
�"�
"��ก��4	���	�:�	'ก4��
.�
4������
�����2����2�"����+��%:��ก
�����
�������"��+��% �0�����	�:�	'ก4����!:.����'����"��!��    
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��2����ก# ���2� �����
��	Iก	" ����	 ก	0��
���ก# �� 7	+�
���ก���3��(����
����.�# ��ก�������
����
�2����2�"��!�0�ก�����+�	���"ก
���'��.�� (��H
���  ��:����)�, ����"��  ���
�3����H�)�, �"%����  ก�	�
��� 
7	+ ���.�  7ก�������, 2544) �������	��4�+:.���ก��4��#����
�����+����"��0��/2���	��4�+4��ก
�:#�7��
�	����� ����ก	'ก4����� ����
�" 
.���������"����+ก����"����#�"��2���	�����
�" �������)����
	+#�"��0���
ก����ก#�"����/2�� 
����� :#�
� ����
�:��.�� 7	+ �a�� ����� 77.29, 15.21, 3.55, 2.56 
7	+ 1.39% ���	0�.
� 
.������
�������!�����	�����
�"����ก	�����"ก
������)
��������	���0�32.
�
!�:� :.�7ก� 14.6% ���	�����, 16% ���	�.�ก���, 17.5% ���	�/��� ���������):#�
����	�����

�"�������)�ก	�����"ก
��	�/��� (3.3%) 7���������)����ก����	����� (16.5%) 7	+�	�.�ก��� 
(14.7%) 
.�����/���7	���	��4�+�����	���!������.ก:#������2� ������.ก:#���	�!� 7,236 ��"���
ก�
	ก�
� (��
)�' #���3��( 7	+�)+, 2549) �0�����ก�.��(��:�������a4	��	'ก�
�����	��4�+:.�����"��
ก
��������"ก��d !"����#��30�ก
.#�"ก��4	���	�/��.������/�"��)�/�� .����������3 "��ก��4	��	'ก�	�
����
�" ��2!�7ก�:#��(��4	��	'ก�
����:������"�� ��2!�"3�ก7���	�����������.ก:#���	�!� 50,000 ��"
���ก�
	ก�
��'"ก���7���	��4�+��+��) 6.9 ���� (Michael, 2006) d !"3+�����a4	��	'ก�	���2��#��:.�
����"��ก
��������"ก��#�"�	�. ��33��
���ก��4	��	'ก�	�����
�"���/�"��)�/��ก
�����"ก���"#��"
��H���+�
���ก����"���2�7	+�
6���	�����
�"��������	��%�&�ก�3 (��(�)��� ��	��"%��
ก&�,  
����� �+�+�+���� 7	+ 3����� ���"�	�%�ก���":ก�, 2551) 7	+3�ก���"��ก��% ก&�#�" Mongkonpunya   
et al. (1995) :.��0�ก��% ก&�ก���กI��
ก&���0��/2���	�� ก
.�����ก��7/�7#I" 
.��0������0��/2���	�� ก7/�7#I"
:�4���
����ก
�:#��	�.�ก��������������ก
�ก	�����0��/2���.#�"�	�.�ก��� �������������dI���ก���e�����
:��7�ก���"����"���
��0��
(��"�a���3�กก���/���0��/2���. (P>0.05) 7	+3�กก��% ก&�#�" �ก���"%
ก.��    
���"�0��
� (2545) :.��0�ก��% ก&���0��/2���	�� ก7/�7#I"4��ก
�:#��	����� d !"	'ก4��3�ก��0��/2��          
7/�7#I"�	�� กก
�:#��	��������
���ก���3��(����
�.�ก����	����� 7	+3�กก��% ก&�#�" 
Bart, Wolfe, and Dunham (1998) 
.��/���0��/2��7/�7#I"#�" Blue catfish 4��ก
�:#�#�" Channel catfish 
�������������dI����e������'"a " 54% ��ก�
�"3�กก��% ก&�#�" Urbanyi, Horvat, and Kovacs (2004)       
:.��0 �ก��% ก&���0 � �/2� ��	� Sterlet (Acipenser ruthenus) 7/�7#I"4��ก
�:#��	�  Siberian sturgeon                
(A. baceri), Russian sturgeon (A. gueldenstaedti), 7	+ European sturgeon (A. sturio), 
.��/� 10% MeOH 
����ก
� 23.4 mM sucrose, 0.25 mM KCl, 30 mM Tris �������+�������0���I3��ก��4	��	'ก4��3�ก
��0��/2��7/�7#I" d !"��0��/2���	� Sterlet 7/�7#I"4��ก
�:#��	� Siberian sturgeon ��������dI���ก����ก�'"      
a " 50% 7	+4��ก
�:#��	��2!� g ��������dI���ก����ก��/��" 17-34% 3+��I�:.������ก��4	��	'ก4��
.�
�/���0��/2���	�7/�7#I"3+/����0����:.�	'ก�
�����	���30��������"�����ก
��������"ก��#�"4'����
H�7	+
�������"ก��#�"�	�.��"��ก .����������3 "�ก�.�������34	���	�	'ก4�� (	'ก�	�����
�") 
.��/�
��0��/2���	��4�+7/�7#I"4��ก
�:#��	�������2!����!������)	'ก�
�����	��������"��ก
��������"ก��#�"
�ก&��4'��	���"�	� 
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&774; 3 

2"34�*�$("(ก�	2"C�1 
 

ก��% ก&�ก���กI��
ก&���0��/2���	��4�+ (Pangasius bocourti) 
.�����ก��7/�7#I" ���+���������ก��
.0�����ก����3
��
�"��H������7	+�����"�e��
��ก�� ���������"�e��
��ก���/����"�e��
��ก������7	+
ก����H���
��� �����%'������2!�"�2������%�����7	+���
�
	�� (F3) ��������	
����
�
	��������� ����
H�������/��a�����+�"��0�32.3
"��
.������ �����a����!��!�/���ก��.0�����ก����3
� 7	+�0�ก��
�.	�"��/��"�.2�� ������ a " ก
����� �.%. 2551 7	+ 2552 
.����
�.����ก�)� 7	+������� ������
�"
����ก��% ก&�.
"��� 

 
3.1 2���������-ก	�8 

3.1.1 /�.�����������  
3.1.2 ���2!�" Freezer control (CL 3300) 
3.1.3 a
"�กI�:�
���3� 
3.1.4 a
"3���:�
���3� 
3.1.5 ���2!�" Osmometer 
3.1.6 ���2!�"�
. ��� pH 
3.1.7 Compound microscope 
3.1.8 Stereo microscope 
3.1.9 Micropipette#��. 10, 20, 100, 200 7	+ 1000 :�
��	��� 
3.1.10 Tip #��. 10, 20, 100, 200 7	+ 1000 :�
��	��� 
3.1.11 �	�.�	����ก#��. 1.5 7	+ 5 ��		�	��� �����8���. 
3.1.12 Vertex mixer 
3.1.13 Straw #��. 0.25 ��		�	��� 
3.1.14 ��ก�ก���#��. 25, 50 7	+ 250 ��		�	��� 
3.1.15 ก�+��ก��" 25 ��		�	��� 
3.1.16 #�.��/�#��. 30 ��		�	��� 
3.1.17 #�.�
.�������#��. 250 ��		�	���7��"7ก������� 
3.1.18 �+�ก��" 
3.1.19 ก��:ก� 

 

 

 

 

 

 



3.1.20 �#I��#�!� 
3.1.21 �:	.��
���I.�	2�. (Haemacytometer) 
3.1.22 Slide 7	+ Cover slide 
3.1.23 ก�+.�&�/I��	��� 
3.1.24 �	�.��. 
3.1.25 ก�+/
"4��:�	��#��. 15 X 20 �d������� 
3.1.26 Petri dish 
3.1.27 #�:ก� 
3.1.28 �	�.��.�� 7	+�#I���.�� 
3.1.29 
ก��"�.����
�� 
3.1.30 ก�+��ก��0�7#I" 

 

3.2 ��	$?!4 
3.1.31 ��0�ก	
!� 
3.1.32 ��0����/I.�	��� 
3.1.33 Oil 
3.1.34 ��0�����	2���	I� 
3.1.35 Ginzburg fish ringer  
3.1.36 Calcium Free Hanksr Balance Salt Solution (C-F HBSS) 
3.1.37 Glucose (C6H12O6) 
3.1.38 Sodium chloride (NaCl) 
3.1.39 Potassium chloride (KCl) 
3.1.40 Sodium hydrogen carbonate (NaHCO3) 
3.1.41 Potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4) 
3.1.42 Calcium chloride dihydrate (CaCl2.2H2O) 
3.1.43 Magnesium sulphate heptahydrate (MgSO4.7H2O) 
3.1.44 Disodium hydrogen phosphate heptahydrate (Na2HPO4.7H2O) 
3.1.45 Dimethyl sulfoxide (DMSO) 
3.1.46 Dimethyl acetamide (DMA) 
3.1.47 Methanol (MeOH) 
3.1.48 Glycerol 
3.1.49 Luteinizing hormone releasing hormone analog (LHRHa; Suprefact) 
3.1.50 Domperidone (Motilium) 
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3.3 ก�	?��$�,�ก5#��!#5�(3�8-��$��� 

.��ก���	��4�+��!�
":���3��(�
����:�������a7�ก����7�ก���"�+����"��%
.�.'3�ก	
ก&)+

H����ก:.� 7����/��"�.'4���
�����	��4�+��%����3+���������"�'�ก����	��4�+��%4'� ��ก�
�"�	���%4'�3+
��	0��
���!��������ก�����%���� 7	+��2!�a "/��"�3��(�
���� �	��4�+��%4'���!���'�)���I���! ����"ก.��� g ��!/��"
��%��0��/2��กI3+:�	��ก��  

 

3.4 ก�	d4�e�	80!(5#��!#5�(3�8-��$��� 
�0����7���
�����	��4�+��!���������'�)��
���� 
.�����
��������0���
ก��	�!� 3.53±1.39 ก�
	ก�
�/�
� 

7	+7���
��������0���
ก��	�!� 3.72±1.94 ก�
	ก�
�/�
� 3�ก���.�����
ก��
�"���+��ก#�"�a�����+�"��0�
32.������ 
.�7�ก��%4'�7	+��%������2!��+.�ก��ก����.����
�� ก�����.����
�����"".���������"
���� 6�12 /
!�
�" 
.�����
�����	��4�+3+��.����
��ก�+����
.��/�����
�� LHRHa ��/2!���"ก�������� 
Suprefect ���
��� 20 :�
��ก�
������0���
ก�	� 1 ก�
	ก�
�����ก
� domperidone ��/2!���"ก�������� 
Motilium ���
��� 10 ��		�ก�
������0���
ก�	� 1 ก�
	ก�
�
.���.��������	
"���2�����#��"	0��
� �	
"3�ก 
8-12 /
!�
�" 3 "�0�����.��0��/2�����	"H�/�+��!�+��.7	+����+�
":�������ก����������#�"�	2�. ������+
��2���0� �0�ก�����3�����)H����0��/2�� .
"7�."��H����! 3.1 

 

            
ก. #. 

 
��574; 3.1 7�."ก����.����
�������)��������	
"���2�����#��"	0��
� (ก) 7	+ก����.��0��/2������
����    

�	��4�+ (#) 
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�����	��4�+��%������!���������'�)���"��%�
"�ก�3�ก	
ก&)+H����ก:.�:��/
.�3� 3 "���3�������
����')��
����#�"7���
����
.�ก���/� Flexible Catheter ��2��/������"�	Iก g .'.:#� ��2!��0�:#����
.#��.
����4���%'���ก	�":#�.������������������� .
"7�."��H����! 3.2 :#���!�����3+��.����
�������#��.����
4���%'���ก	�":#�����ก
� 1.8-2.0 ��		����� (Tuan, 1999; �3��(  ��.�ก�� 7	+ ���
��  ��"����, 2547) a����
#��.����4���%'���ก	�"�	Iกก���#��..
"ก	��� 3+��ก����.ก�+����:#�.�������
�� HCG 500 IU �����0���
ก
�	� 1 ก�
	ก�
� 3�#��.:#�������4���%'���ก	�"��'��+����" 1.8-2.0 ��		�����# ��:� 7	��3 "��.����
�� 
Suprefect ���
��� 20 :�
��ก�
������0���
ก�	� 1 ก�
	ก�
� ����ก
� Motilium ���
��� 10 ��		�ก�
����
��0���
ก�	� 1 ก�
	ก�
� 3�ก�
�����":����+��) 11-12 /
!�
�" �/I�ก���ก:#� 
.�ก��.'.:#���2!�.'������:#� 
3�ก�
���0�:��.���ก���e��������:� 

 

            
ก.                                                                               #. 

 
��574; 3.2 7�."ก�����3�����������')��
����#�"7���
����
.�ก���/� Flexible Catheter .'.:#� (ก) 

7	+ก���
.#��.����4���%'���ก	�":#�.������������������� (#) 
 

3.5 ก�	<:ก'�?����5()*�$+,)�-��0�1� C�ก��ก'���#�� f ���(4)   
3.5.1  ก�	<:ก'�?����ก'�����()*�$+,)������?8-	�ก�&����"��(+("��#�� f I(()*�$+,)�-��$��� 

  �0�ก���กI��
�����"��0��/2���	��4�+
.��/��2������2�ก.��.�������"#�"�	� �0���
�
H�/�+��!�����"�
���0��/2�����"�+��.7	+7��" 3�ก�
���0����
.��� pH .������2!�" Hach pH Meter ���� EC 
10 (Hach Company, Lovelane, USA) 7	+�
.������
�	�	���� .������2!�" Fiske Associates Osmometer ���� 
210 (Fiske Associates, Massachusetts, USA) 3�ก�
���0���0��/2����!:.��/�:�
�������.'.��0��/2�����	"��
�	�.�	����ก#��. 1.5 ��		�	��� �0�:� centrifuged ��!������I���� 10000 rpm ��!��)�H'�� 4 �"%�
�d	�d��� ������	� 15 ���� 3�ก�
��.'.#�"��	���������#�"��0��/2�� ��2!��0�:����3���������+ก�� 
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#�"�����/��.���" g :.�7ก� 
d�.��� (Na+), 
�7���d��� (K+), 7�	�d��� (Ca2+), 7�ก���d��� (Mg2+ ) 7	+
�	�:�.� (Cl-) �� seminal plasma #�"��0��/2�� .������2!�" Universal high speed centrifuges ���� Z 323 K 
(Hermle Labortechnik, Wehingen, Germany)  

 
3.5.2  ก�	<:ก'�$-�	8$g%(�8ก�	$?�,;�(74;������C"  

 �0���0��/2����!��.:.��
"�ก�.'�� 7	+��!"�32����2!�g ��0��/2����!.��������#��#��� 7	+:����
��!"�32��� 3�ก�
�����3���������dI���ก����	2!����!#�"���3� 
.�������dI���ก����	2!����!#�"���3���!3+
�0�:��กI��
ก&���0��/2�����"��������dI���ก����	2!����!:������ก��� 75% ก��% ก&�������dI���ก����	2!����!�0�
:.�
.�ก����.��0�ก	
!� 1 ��. (5 :�
��	���) 	"���:	.� 7	+��.��0��/2�� 1:�
��	��� 3�ก�
���/��#I��#�!�
��0���7�+ก
���0��/2������"�	Iก���� 7	���
"�ก�ก��)���	2!����!H�����ก	��"3�	���%��ก0�	
"#��� 10 ���� 
.�
�ก)*�ก����	2!����!#�"���3� .
"7�."������"��! 3.1 

 
��	��74; 3.1 �	
ก�ก)*�ก���
"�ก�������dI���ก����	2!����!#�"���3� 

���ก$ก�>8 ?��(( $-�	8$g%(�8ก�	$?�,;�(74; 

���3���ก�
���	2!����! 
���3�������(���	2!����! (3/4) 
���3���+��)�� !"�� !"��	2!����! (2/4) 
���3�����"��"������2�����"�	Iก���������
����!��	2!����! (1/4) 
���3�:����ก����	2!����!  

4 
3 
2 
1 
0 

100 
75 
50 
25 
0 

.
.7�	"��3�ก: Guest (1973) 

 
3.5.3  ก���������	
�	
�	�
��������� (������������������
���������)  

ก���������#��#��#�"��0��/2�� �0�:.�
.�ก���32�3�"��0��/2���..�����0�ก	
!� ���
�������    
��0� �/2���.�����0�ก	
!�����ก
� 1:1500 7	���
�30�������3�  
.��/��:	.��0���
��
���I.�	2�.
	��� 
(Hemacytometer counting chamber) H�����ก	��"3�	���%��ก0�	
"#��� 40 ���� �
�30�������3�3�ก/��"���
��7	+	��"�
�" 4 ��� 7	+/��"��"ก	�"��� 5 /��" (H����! 3.3) 7	���0����0���)�������	�!�30�������3���!
�
�:.���� 1 ��		�	��� .
"��� 

30�������3�/��		�	���= (������3���!�
�:.��
�" 5 �����) /5) X 25 X dilution rate X 104 
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7	+��ก��3.�
�� ก�������#�"��0��/2���	�7��	+�
� 

 
 

 

 

 

 
 

ก. #. 

 
��574; 3.3 7�."�:	.��0���
��
���I.
	��� (ก) 7	+�����)��!�
�30�������3��
�" 5 �����) (#) 

 
3.5.4  ก�	<:ก'�$-�	8$g%(�8ก�	!4+42"�  

ก��% ก&�������dI���ก����/���� �0�:.�
.�����ก�������� eosin-nigrosin ������+ก��������
.
"7�."������"��! 3.2 7	+������ก��������������.
"��� 

 
��	��74; 3.2 ������+ก��#�"������ eosin-nigrosin 
�#2(-	�ก�&��	$?!4 -	"!�� 

eosin B 1 ก�
� 
nigrosin 5 ก�
� 
sodium citrate dehydrate  1.5 ก�
� 
��0�ก	
!� 100 ��		�	��� 

 
2"34ก�	$�	41!�41@�!�*��	�&� ��2$-9(��2��1��!�	L$�	41!6�@���(4) 

/
!" eosin B 1 ก�
�  nigrosin 5 ก�
� 7	+sodium citrate dehydrate 1.5 ก�
� ���	"����ก�ก���7	+
������0�ก	
!� 100 ��		�	��� ��ก�����������	+	�����"�����������#)+�������������+���3+:��	+	�� 
��2!����	+	���#��ก
�.�7	�� �0�:�ก��".���ก�+.�&ก��"3�:�����+ก����	2���'� 7	���0���������!:.��กI�:��
��#�.��/�
.��กI���!��)�H'�����" (25 �"%��d	�d���) 
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��)(��(ก�	<:ก'�$-�	8$g%(�8ก�	!4+42"�!4��)(��(���(4) 

.�ก����.��� eosin-nigrosin dye 	"��74���:	.� 1 ��. (5 :�
��	���) 7	����.��0��/2��

7/�7#I"	"#��"g��������+��) 1 :�
��	��� �/��#I��#�!� smear ��0��/2��ก
�����������#��ก
�3�ก�
���/�74��
�:	.���ก74���� !"�ก	�!���0��/2�����ก�+3����" g 
.��ก	�!�����"��
�"�.����0�74���:	.���!�ก	�!�7	��:�4���
��	�:���+��) 1-2 ��
�"��2!������7��" ��.��0������	I�	"��74���:	.� 1 ��.7	����..��� cover slide 
�0�:����".'.���ก	��"3�	���%��ก0�	
"#��� 100 ���� �
�30�����d		��
�����7	+�
����
.�ก�������
� 5 
�����) g 	+ 20 �d		� 
.���!�d		��
�����3+��	
ก&)+��#��:����.������ �����
����3+��.������������/��'
7."��2������" .
"7�."��H����! 3.4 

 

 

 
��574; 3.4 7�."���3���/������	
ก&)+��#�� 7	+���3����3+��.��/��'7."��2������"�#�� ��2!�����.����� 

eosin�nigrosin H�����ก	��"ก	��"3�	���%��ก0�	
"#��� 100 ���� 

 
 

 

 

 

 

 

$g��8��2$-9( 

$g��8��2��1 
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3.5.5  ก�	<:ก'�$-�	8$g%(�8ก�	-h"�(3"  
   ก��% ก&�������dI���ก���e���������ก�����3���������a#�"���3�����0��/2��7/�7#I"��
ก���e�����ก
�:#��.�����������ก
���0��/2���. �0�7���	��4�+����.:#����H�/�+��!�+��.7	+7��" �/�         
:�
������� .'.:#���+��) 103±8.0 ��" (450 :�
��	���) ���3��7ก�� .'.��0��/2���. 15 :�
��	���
�0���
�����ก	��������� 7	+��0��/2��7/�7#I" 240 :�
��	���	":�4��ก
�:#� �/�#�:ก���:#�7	+��0��/2�����
�#��ก
� �	
"3�ก�
������ g ������0��0���
�ก�����+��ก	":� �0�3��7ก�����	"��ก�+/
"���+��ก �	
"3�ก  
7-8 /
!�
�" �0�ก�����3�
�������dI���ก���e�������!�+�+ gastrula stage 
.�ก���0���)������dI���ก��
�e�����.
"��� 

������dI���ก���e�����    =    30����:#���!�3��(a "�+�+ gastrula stage × 100 

                                             30����:#��
�"��. 
 

 

            

ก.                                                                             #. 

 

��574; 3.5 7�."ก��4'กก�+/
"4��:�	�� (ก) 7	+ก�+/
"4��:�	���0���
����+��ก:#��	��4�+ (#) 
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3.6 ก�	7����74;  1 <:ก'�+("������	 extenders +("����	���&?2�!$�@!�@(�����	 

cryoprotectants 74;!4���#�ก�	$ก%&	�ก'�()*�$+,)�-��$���0�12"34ก�	�+#��%�  

�0���0��/2����!��������dI���ก����	2!����!�'"ก��� 75% ���กI��
ก&���0��/2�� 
.�����ก���กI��
ก&���0��/2��
�	��4�+
.�����ก��7/�7#I" ��#
�����7	+���	+����..
"7�."��H����! 3.6 

 
 

��574; 3.6 74�H��7�."ก�+���ก���กI��
ก&���0��/2���	��4�+
.�����ก��7/�7#I" 
 

�
.�	2�ก�	��
�4'���!��	
ก&)+.�7	+����'(��
���� 

�กI���0��/2���	� 7	+���3��)H����0��/2���	�

�/I�ก����	2!����! (Motility) #�"���3� 

Motility �ก�� 75% 

�32�3�"��0��/2��.������ Extender (diluted sperm) 

4�� Diluted sperm ก
���� Cryoprotectant 

Equilibration time :���ก�� 20 ���� 

Load �
�����"����� Straws 7	+��. straws 

�0� Straws ��	+	����!��)�H'�����"��2!�.'������dI���ก����/���� 
ก����	2!����! 7	+ก���e�����#�"��0��/2���	�7/�7#I" 

�0� Straws ����� Cryochamber ��!�����'�ก
� Freezer control 7	�� 
Run program (Cryogenesis 4) 3�a " � 80 �"%��d	�d��� 3�ก�
��
�0� Straws :��กI��� LN2 container -196 �"%��d	�d���  

Motility ����ก��� 75% 

�
.���" 
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1. �0���0��/2���.��!4���ก�����3�����)H����0��/2�� ���32�3�".������ extenders 7��	+/��. 
(Ginsburg ringer fish, C-F HBSS 7	+ 0.9% NaCl) ���
���������0��/2���.������ extender ����ก
� 1:3 

.�������+ก��#�"��� extender 3 7��	+�
�7�."������"��! 3.3 3�ก�
���
.��� pH 7	+�
.������
�	�	���� 
�0� extender ��!������7	�����#�.7ก����!��8���.�กI��
ก&�:�����'���I���)�H'�� 0-4 �"%��d	�d��� �	
"3�ก
�
��������� cryoprotectant 7��	+/��. (DMA, DMSO, MeOH 7	+ Glycerol) ��!�+.
������#��#�� 5, 10 
7	+ 15 ������dI��� �	
"3�ก������� cryoprotectant ������!�3
���	���2!�������:.��0��e�ก�����:������
ก��� 10 ���� .
"74�ก���.	�"������"��! 3.4 

 
��	��74; 3.3 ������+ก����"���� ���
�	�	���� 7	+ pH #�"��� extenders ��!�/���ก��% ก&� 

� �	 ��	 extender �#2(-	�ก�&��	$?!4

(ก	�!) Ginzburg fish ringer  C-F HBSS 0.9% NaCl 

CaCl2.2H2O 0.0438 - - 
NaCl 0.71456 2.2225 2.25 
KCl 0.02775 0.11 - 
MgSO4.7H2O - 0.055 - 
Na2HPO4.7H2O - 0.0325 - 
KH2PO4 - 0.0175 - 
NaHCO3 0.02226 0.0975 - 
Glucose - 0.2775 - 
��0�ก	
!� 250 250 250 
Osmolality 249±2.35 298±1.88 277±1.77 
pH 7.53±0.36 7.32±0.18 6.58±0.26 
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��	��74; 3.4 74�ก���.	�"4	#�"��� extenders 3 /��. (Ginzburg fish ringer, C-F HBSS 7	+ 0.9% 
NaCl) /��.7	+�+.
������#��#��#�"��� cryoprotectants 3 �+.
� (5, 10 7	+ 15%)  

Treatment ��	 Extender ?2�!$�@!�@(��	 Cryoprotectants* (%) 

1 
2 
3 

Ginzburg fish ringer 
Ginzburg fish ringer 
Ginzburg fish ringer 

5 
10 
15 

4 
5 
6 

C-F HBSS 
C-F HBSS 
C-F HBSS  

5 
10 
15 

7 
8 
9 

0.9% NaCl 
0.9% NaCl 
0.9% NaCl 

5 
10 
15 

10 (Control, ��0��/2���.)   
��������: * ��� cryoprotectant ��!�/��� 4 /��.�2� DMSO, DMA, MeOH 7	+ Glycerol  

 
2. .'.���	+	����0��/2����#�� 1. ������� 240 :�
��	��� ����	�.7/�7#I" (straw #��. 250 

:�
��	���) 
.��/�:�
������� 7	����.�	�.7/�7#I"
.��/� Heated hemostat  
3. #
�����ก�� Run program 7	+�/��������������2!�������ก��	.��)�H'�� �0�:�
���3���	� 

(LN2) �'"��+��) 15 �d������� ����� Cryobath 3�ก�
����� Cryochamber 	"�� Cryobath ��.8� ������ 
Cryochamber �#��ก
� Freezer control (CL 3300) 3�ก�
����� Freezer control ���ก
��������������ก�� ��2!�
������ก���0�"�� .
"7�."��H����! 3.7 3�ก�
���	2�ก/��"��)�H'����!���"ก�� 
.��/����' EXCUTE 3�ก

��7ก�� Cryogenesis 
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��574; 3.7 /�.������ก��	.��)�H'�����+����"ก�+���ก���กI��
ก&���0��/2���	�
.�����ก��7/�7#I"
.��� 

Freezer control (CL 3300) ����ก
�
��7ก�� Cryogenesis 

 
4. �0 �  Straws ���	"�� Cryochamber ��.8�  Run program (H����!  3.8) 
.��/��
���ก��	.

��)�H'�� 10 �"%��d	�d���������� 3�ก�
������������������7	+ Freezer control �0�"�� 3���)�H'����! 
Freezer control a " -80 �"%��d	�d��� 3 "�0�����
�����"��0��/2����ก3�ก cryochamber 7	���0�:��กI��
ก&�
��a
":�
���3���	� (-196 �"%��d	�d���) .
"7�."��H����! 3.9 �����+�+��	� 2 �
� 3�ก�
���0���0��/2��
7/�7#I":��.�����������dI���ก���e����� ������dI���ก����	2!����! 7	+������dI���ก����/����#�"���3�
���:�  

 

             

      ก.                                                                            #. 

 
��574; 3.8 7�."ก������:�
���3���	�	"�� cryochamber (ก) 3�ก�
���0��
�����"��0��/2����! load ��� straw 

���������7	������� cryochamber (#) 
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ก. #. 

 
��574; 3.9 7�."��)�H'����! Freezer control a " -80 �"%��d	�d��� (ก) 7	+�0��
�����"��0��/2��:��กI��
ก&�

��a
":�
���3���	� (-196 �"%��d	�d���, #)  

 
ก�	2"$?	���8��7���L"�" 

 ������+��4	#�"��� extenders /��.7	+�+.
������#��#��#�"��� cryoprotectants ��!��4	���ก��
�กI��
ก&���0��/2���	��4�+
.�����ก��7/�7#I" 
.��/�74�ก���.	�"7�� 3x3 7��������	��ก���.	�"
7���������'�)� (3x3 Factorial Experiment in Completely Randomized Design) 
.��������������� 
extenders 3 /��. (Ginzburg fish ringer, C-F HBSS 7	+ 0.9% NaCl) ����ก
�/��.7	+�+.
������#��#��
#�"��� cryoprotectants 3 �+.
� (5, 10 7	+ 15%) 
.�7��"���� 4 ก	���ก���.	�"�������/��.#�"��� 
cryoprotectant (DMSO, DMA, MeOH 7	+ glycerol) 
.���30���� 9 d�0������������� ก���ก��������+��
����7������ �0�#���'	��!:.�3�ก������dI���ก����	2!����! ������dI���ก����/����7	+������dI���ก��
�e�����#�"���3���7��	+���������:� transformed 
.��/����� arcsine transformation 3�ก�
�������������
4	#�"��� extender 7	+�+.
������#��#��#�"��� cryoprotectant ��7��	+���������
.�ก��������+��
����7������7�� One way ANOVA 7	+���������������7�ก���"�+����"�����	�!�#�"���������.���
���� Duncanrs new multiple range test ��!�+.
������/2!��
!� 0.05 
.��/�
��7ก�� SPSS 
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3.7 ก�	7����74; 2 <:ก'����	�ก�	������� !" (freezing rate) 74;!4���#�ก�	$ก%&	�ก'�()*�$+,)�

-��$���0�12"34ก�	�+#��%�  
ก���.	�"�������ก���.	�"�����2!�"3�กก���.	�"��! 1 
.��	2�ก/��.#�"��� cryoprotectant 

����ก
���� extender ��!���������dI���ก���e������'"��.��7��	+ก	���ก���.	�"�������/��.#�"��� 
cryoprotectant .
"��� 1) 10% DMSO ����ก
� C-F HBSS, 2) 10% DMA ����ก
� C-F HBSS, 3) 5% MeOH 
����ก
� 0.9% NaCl 7	+ 4) 10% glycerol ����ก
� Ginzburg fish ringer ��% ก&�4	����ก
��
���ก��	.
��)�H'��7�� One-step freezing procedure ���
������" g (6, 8 7	+ 10 �"%��d	�d����������) ��2!���!3+
���
���ก��	.��)�H'��7�� One-step ��!����+�����:� d !"��#
�����ก���.	�".
"��� 

1. �0���0��/2���.��!4���ก�����3�����)H����0��/2�� ���32�3�".������ extenders ��!�	2�ก3�กก��
�.	�"��! 1 ���
���������0��/2���.������ extender ����ก
� 1:3 �	
"3�ก�
���������cryoprotectant ��!�+.
�
�����#��#�����" g 
.��0�ก���.	�" 15 d�0������������� .
"74�ก���.	�"������"��! 3.5 

2. .'.���	+	����0��/2����#�� 1. ������� 240 :�
��	��� ����	�.7/�7#I" (French straw #��. 
250 :�
��	���) 
.��/�:�
������� 7	����.�	�.7/�7#I"
.��/� Heated hemostat  

3. �0� Straws ���	"�� Cryochamber ��.8� �	2�ก��)�H'����!���"ก��% ก&�.
"��!ก	�����#��"���    
(6, 8 7	+ 10 �"%��d	�d����������) 3�ก�
�� Run program 3���)�H'����! Freezer control a " -80 �"%�
�d	�d��� 3 "�0� Straws ��ก3�ก Cryochamber 7	��:��กI��
ก&���a
":�
���3���	���!��)�H'�� -196 
�"%��d	�d��� 3�ก�
���0���0��/2��7/�7#I":��.�����������dI���ก���e����� ������dI���ก����	2!����! 7	+
������dI�����/����#�"���3����:� 

 
ก�	2"$?	���8��7���L"�" 

������+��4	#�"�
���ก��	.��)�H'����!��4	���ก���กI��
ก&���0��/2���	��4�+
.�����ก��7/�7#I" 

.��/�74�ก���.	�"7�� 3x4 7��������	��ก���.	�"7���������'�)� (3x4 Factorial Experiment 
in Completely Randomized Design) ��+ก��.��� 3 �
���ก��	.��)�H'����! 6, 8 7	+ 10 �"%��d	�d������
���� 7	+ 4 ก	������ cryoprotectants (10% DMSO ����ก
� C-F HBSS, 10% DMA ����ก
� C-F HBSS, 
5% MeOH ����ก
� 0.9% NaCl 7	+ 10% glycerol ����ก
� Ginzburg fish ringer) ก���ก��������+������
7������ �0�#���'	������dI���ก���e����� ������dI���ก����	2!����! 7	+������dI���ก����/����#�"���3���
7��	+���������:� transformed 
.��/����� arcsine transformation 3�ก�
�������������4	#�"�
���ก��	.
��)�H'����7��	+��������� 
.�ก��������+������7������7�� One way ANOVA 7	+�����������
����7�ก���"�+����"�����	�!�#�"���������.������� Duncanrs new multiple range test ��!�+.
��
��0��
(��! 
0.05 
.��/�
��7ก�� SPSS  
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��	��74; 3.5 74�ก���.	�"4	#�"�
���ก��	.��)�H'��7�� One-step freezing procedure (6, 8 7	+ 10 
�"%��d	�d����������)  

Treatment 
Freezing rate 

(°C min-1) 
��	 Extender+��	 Cryoprotectant 

1 
2 
3 
4 

6 
 

C-F HBSS+10% DMSO  
C-F HBSS+10% DMA  
0.9% NaCl+ 5% MeOH  

Ginzburg fish ringer+10% glycerol 
5 
6 
7 
8 

8 C-F HBSS+10% DMSO  
C-F HBSS+10% DMA  
0.9% NaCl+ 5% MeOH   

Ginzburg fish ringer+10% glycerol 
9 

10 
11 
12 

10 C-F HBSS+10% DMSO  
C-F HBSS+10% DMA  
0.9% NaCl+ 5% MeOH   

Ginzburg fish ringer+10% glycerol 
13 (Control, ��0��/2���.)   

 
4. �	2�ก treatment combinations ��!���������dI����e������'"��!��. (10% DMSO+C-F HBSS) ��!

�
���ก��	.��)�H'����! 10 �"%��d	�d���������� ���0�ก��% ก&���� ��2!�������������
���ก��	.��)�H'��
7�� One-step freezing procedure (
.��
���	.��)�H'����!10 �"%��d	�d���������� 3�ก 20 a " -80 �"%�
�d	�d���), Two-steps freezing procedure (
.�ก��	.��)�H'����!�
��� 4 �"%��d	�d���������� 3�ก 3 a "  
-4 �"%��d	�d��� 7	+ 11 �"%��d	�d����������3�ก -4 �"%��d	�d���a " -80 �"%��d	�d���) 7	+7�� 
Three-steps freezing procedure (
.�ก��	.��)�H'����!�
��� 5 �"%��d	�d���������� 3�ก 2 a " -7 �"%�
�d	�d���, 3 �"%��d	�d���������� 3�ก -7 �"%��d	�d��� a " -30 �"%��d	�d��� 7	+ 2 �"%��d	�d������
���� 3�ก -30 �"%��d	�d��� a " -80 �"%��d	�d���) 
.��0�ก���.	�" 15 d�0������������� .
"74�ก��
�.	�"������"��! 3.6 
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��	��74; 3.6 74�ก���.	�"4	#�"�
���ก��	.��)�H'��7�� One-step, Two-steps 7	+ Three-steps 
freezing procedures 
.��/���� 10% DMSO ����ก
� C-F HBSS  

Treatment Freezing rate  

1 
2 
3 

One-step  
Two-steps  

Three-steps  
4 (Control, ��0��/2���.)  

 
ก�	2"$?	���8��7���L"�" 

�� ����+��4	#�"�
���ก��	.��)�H'��7�� One-step, Two-steps 7	+ Three-steps freezing 
procedures) ��!��4	���ก���กI��
ก&���0��/2���	��4�+
.�����ก��7/�7#I" 
.��/�74�ก���.	�"7������
���'�)� (Completely Randomized Design, CRD) ก���ก��������+������7������ �0�#���'	��!:.�3�ก
������dI���ก����	2!����! ������dI���ก����/���� 7	+������dI���ก���e�����:� transformed 
.��/����� 
arcsine transformation 3�ก�
��������+������7������7�� One way ANOVA 7	+���������������
7�ก���"�+����"�����	�!�#�"���������.������� Duncanrs new multiple range test ��!�+.
������/2!��
!� 
95% 
.��/�
��7ก�� SPSS 

 
3.8 ก�	7����74; 3 ก�	��"�-��� ก��! (hybrid species) 0�1I+@()*�$+,)��+#��%�-��$�����!

ก�&6�#-���2�1  
ก���.	�"�������ก���.	�"�����2!�"3�กก���.	�"��! 1 
.��	2�ก/��.#�"��� cryoprotectant 

����ก
���� extender ��!���������dI���ก���e������'"��.��7��	+ก	���ก���.	�"�������/��.#�"��� 
cryoprotectant .
"��� 1) 10% DMSO ����ก
� C-F HBSS, 2) 10% DMA ����ก
� C-F HBSS, 3) 5% MeOH 
����ก
� 0.9% NaCl 7	+ 4) 10% glycerol ����ก
� Ginzburg fish ringer ��% ก&��0�ก���กI��
ก&���0��/2��
�	��4�+
.�����ก��7/�7#I" 3�ก�
���0���0��/2���	��4�+7��7/�7#I"��4��ก
�:#��	�������2!�4	���	�
	'ก4�� (hybrid species) 
.�7��	+����������/� 15 d�0� d !"��#
�����ก���.	�".
"��� 

1. �0���0��/2���.��!4���ก�����3�����)H����0��/2�� ���32�3�".������ extenders ��!�	2�ก3�กก��
�.	�"��! 1 �/����
���������0��/2���.������ extender ����ก
� 1:3 �	
"3�ก�
��������� cryoprotectant ���" g 
.
"74�ก���.	�"������"��! 3.7 

2. .'.���	+	����0��/2����#�� 1. ������� 240 :�
��	��� ����	�.7/�7#I" (straw #��. 250 
:�
��	���) 
.��/�:�
������� 7	����.�	�.7/�7#I"
.��/� Heated hemostat d !"�	
"3�ก��!������� 
cryoprotectant 3+���!�3
���	�3�a "ก���0��	�.7/�7#I"���	"�� cryochamber �/���	�:������ก��� 10 ���� 
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 3. #
�����ก�������� Freezer control 7	+�������������2!�������ก��	.��)�H'�� ����ก��
�/���.���ก
�ก���.	�"��! 1 

 
��	��74; 3.7 74�ก���.	�"ก��4	���	�	'ก4�� (hybrid species) 
.��/���0��/2��7/�7#I"�	��4�+4��ก
�

:#��	�����  
Treatment ��	 Extender+��	 Cryoprotectant 

1 
2 
3 
4 

C-F HBSS+10% DMSO  
C-F HBSS+10% DMA  
0.9% NaCl+ 5% MeOH   

Ginzburg fish ringer+10% glycerol 
5 (Control,��0��/2���.)  

 
ก�	2"$?	���8��7���L"�"  

������+��4	ก��4	���	�	'ก4�� (hybrid species) 
.��/���0��/2��7/�7#I"�	��4�+4��ก
�:#��	�
���� 
.��/�74�ก���.	�"7���������'�)� (Completely Randomized Design, CRD) ก���ก��������+��
����7������ �0�#���'	��!:.�3�ก������dI���ก����	2!����! ������dI���ก����/����������dI���ก���e����� 
7	+������dI���ก����ก:� transformed 
.��/����� arcsine transformation 3�ก�
��������+������7������
7�� One way ANOVA 7	+���������������7�ก���"�+����"�����	�!�#�"���������.������� Duncanrs 
new multiple range test ��!�+.
������/2!��
!� 95% 
.��/�
��7ก�� SPSS 
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&774; 4 

 

��ก�	2"$?	���8�@�! � 
 
4.1 �����?����ก'�����()*�$+,)������?8-	�ก�&����"��(+("��#�� f I(()*�$+,)�-��$��� 

3�กก��% ก&�������	��4�+�����������0��/2����+��) 2.88±1.55 ��		�	���/�
� 
.�������
�#��#��#�"��0��/2�� 2.35±0.22×1010 �
�/��		�	��� �����������ก�..��" (pH) 7.59±0.05 ��������
�	�	���� 
(Osmolality) 297±3.77 mOsm kg-1  7	+����0��/2����������+ก��#�"�����/��.���" g :.�7ก� 
d�.��� 
(Na+), 
�7���d��� (K+), 7�	�d��� (Ca2+), 7�ก���d��� (Mg2+ ) 7	+�	�:�.� (Cl-) .
"7�."������"��! 4.1 

 
��	��74; 4.1 ������� �����#��#�� ������+ก������� ������
�	�	���� 7	+��� pH ����0��/2���	��4�+ 

Parameter N Minimum Maximum Mean S.D. 

��������	���%4'� (�d�������) 
��0���
ก�	���%4'� (ก�
	ก�
�) 
���������0��/2�� (��		�	���) 
�����#��#����0��/2�� (×1010 �
�/��		�	���) 
��)	
ก&)+#�"��0��/2�� �� Seminal plasma       
-
d�.��� (mM) 
-
�7���d��� (mM) 
-7�	�d��� (mM) 
-7�ก���d��� (mM) 
-�	�:�.� (mM)    
-���
�	�	���� (mOsm kg-1) 
-pH 

58 
58 
54 
11 

 
3 
3 
3 
3 
3 
8 
8 

37 
1.4 
0.4 

1.99 
 

106 
106 
11.7 
0.53 
0.41 
292 
7.52 

81 
6.4 
8 

2.74 
 

117 
116 
14.8 
1.03 
0.66 
303 
7.66 

59.96 
3.53 
2.88 
2.35 

 
111 

110.33 
13.33 
0.73 
0.53 
297 
7.59 

11.59 
1.39 
1.56 
0.22 

 
5.57 
5.13 
1.56 
0.26 
0.12 
3.77 
0.05 
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4.2 �������	 extenders +("����	���&?2�!$�@!�@(�����	 cryoprotectants 74;!4���#�

ก�	$ก%&	�ก'�()*�$+,)�-��$���0�12"34ก�	�+#��%� 
3�กก��% ก&�4	#�"��� extenders /��.7	+�+.
������#��#��#�"��� cryoprotectants ��!��4	

���ก���กI��
ก&���0��/2���	��4�+
.�����ก��7/�7#I" 
.�7��"���� 4 ก	���ก���.	�"�������/��.#�"��� 
cryoprotectant (DMSO, DMA, MeOH 7	+ Glycerol) ��! �+.
 ������#� �#� � 5, 10 7	+ 15% �� � � ก
 � � � � 
Extender 3 /��. (Ginzburg fish ringer, C-F HBSS 7	+ 0.9% NaCl) 
.��/��
���ก��	.��)�H'����! 10 
�"%��d	�d����������7	+�กI���0��/2����:�
���3���	� (-196 �"%��d	�d���) �����+�+��	� 2 �
� 
3�ก�
���0���0��/2����	+	����!��)�H'�����" (25 �"%��d	�d���) 7	+��+������)H��#�"��0��/2��7/�7#I"3�ก
������dI���ก����	2!����! (motility) ������dI���ก����/���� (viability) 7	+������dI���ก���e����� (fertilization)  

3�กก��% ก&�4	������dI���ก����	2!����!  ������dI���ก����/���� 7	+������dI���ก���e�����           
��������	���� (interaction) �+����"��� extenders 7	+�+.
������#��#����� cryoprotectants 
(P<0.05) ��7��	+/��.��� cryoprotectant ��!�0�ก��% ก&� (DMSO, DMA, MeOH 7	+ Glycerol) d !"3�ก
ก���/� DMSO ������� cryoprotectant �������2!��/� 10% DMSO ����ก
� C-F HBSS ���������dI���ก��
�e������'"��.����ก
� 75.33±2.50% (93% #�"��0��/2���.) d !":��������7�ก���"����"���
��0��
(��"�a���
ก
���0��/2���. (P>0.05) ��2!��.���ก����	2!����!#�"���3� �������2!��/� 5 7	+ 10% DMSO ����ก
� C-F HBSS 
�� ����� �dI���ก����	2!����!�'"ก�������������2!� g 7	+��2!��/�  10% DMSO � ���ก 
� C-F HBSS ���
������dI���ก����/�����'"��. 60.56±1.73% (69% #�"��0��/2 ���.) ��2 !������ก
�����������2!� g 7����
������dI���ก����/�����!0�7	+7�ก���"����"���
��0��
(��"�a���ก
���0��/2���. (P<0.05; ����"��! 4.2) 

3�ก ก���/�  DMA ����� �� cryoprotectant � ��� � ��2! ��/�  10% DMA �� ��ก
 �  C-F HBSS � ��
������dI���ก���e������'"��.����ก
� 60.11±3.54% (78% #�"��0��/2���.) d !":��7�ก���"3�กก���/� 5 7	+ 
10% DMA ����ก
� 0.9% NaCl ����"���
��0��
(��"�a��� (P>0.05) 7	+��2!��/� 5 7	+ 10% DMA ����ก
� 
C-F HBSS ���������dI���ก����	2!����!�'"ก�������������2!� g 7	+��2!��/� 10% DMA ����ก
� C-F HBSS 
���������dI���ก����/�����'"��.����ก
� 50.89±1.98% (60% #�"��0��/2���.) d !"������7�ก���"����"��
�
��0��
(��"�a���ก
���0��/2���. (P<0.05; ����"��! 4.3)  

3�กก���/�  MeOH ������� cryoprotectant ����� ��2!��/�  5% MeOH ����ก
� 0.9% NaCl ���
������dI���ก���e����� ������dI���ก����	2!����!  7	+������dI���ก����/�����'"��.����ก
� 54.56±1.11%      
(74% #�"��0 � �/2���.), 55.56±5.56% (56% #�"��0 � �/2���.) 7	+ 50.00±1.85% (60% #�"��0 � �/2���.)
���	0�.
� d !"�!0�ก���7	+7�ก���"����"���
��0��
(��"�a���ก
���0��/2���. (P<0.05; ����"��! 4.4) 

7	+3�กก���/� glycerol ������� cryoprotectant �������2!��/� 10% glycerol ����ก
� Ginzburg 
fish ringer ���������dI���ก���e����� ������dI���ก����	2!����! 7	+������dI���ก����/�����'"��.����ก
� 
45.00±0.65% (63% #�"��0��/2���.), 50.00±4.17% (50% #�"��0��/2���.) 7	+ 41.33±2.16% (49% #�"��0��/2��
�.) ���	0�.
� d !"�!0�ก���7	+7�ก���"����"���
��0��
(��"�a���ก
���0��/2���. (P<0.05; ����"��! 4.5)  
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��	��74; 4.2 �����	�!� (Mean±SE) ������dI���ก���e����� ������dI���ก����	2!����! 7	+������dI���ก����
/����#�"��0��/2���	��4�+ (P.  bocourti) ����� Extender 3 /��. (Ginzburg fish ringer, C-F 
HBSS 7	+ 0.9% NaCl) ����ก
�ก���/� DMSO ������� cryoprotectant ��!�����#��#�� 5, 10 
7	+ 15%  

 
 

��	 Extender ��	 DMSO (%) Fertilization (%) Motility (%) Viability (%) 

5 42.67±4.70cd 
(52.82) 

41.67±4.17c 
(41.67) 

26.00±1.47e 
(29.77) 

10 47.00±4.24
cd 

(58.19) 
36.11±4.39c 

(36.11) 
30.22±1.79de 

(34.61) 

Ginzburg fish 
ringer 

15 35.89±4.25d 
(44.43) 

33.33±4.17c 
(33.33) 

26.00±2.17e 
(29.77) 

5 66.44±3.83b 
(82.26) 

61.11±7.35b 
(61.11) 

54.22±2.22c 
(62.09) 

10 75.33±2.50ab 
(93.27) 

66.67±7.22b 
(66.67) 

60.56±1.73b 
(69.34) 

C-F HBSS 
 

15 47.44±5.41cd 
(58.74) 

33.33±4.17c 
(33.33) 

30.67±1.62de 
(35.12) 

5 41.56±5.86cd 
(51.45) 

44.44±3.67c 
(44.44) 

32.56±1.30d 
(37.28) 

10 51.33±6.27c 
(63.55) 

41.67±4.17c 
(41.67) 

29.67±2.68de 
(33.97) 

0.9%NaCl 
 

15 42.67±2.58cd 
(52.82) 

33.33±4.17c 
(33.33) 

31.67±1.51de 
(36.26) 

Control  80.78±1.46a 100±0.00a 87.33±1.51a 
��������: �
��
ก&���!7�ก���"ก
���7��	+��	
���7�."����7�ก���"����"���
��0��
(��"�a��� (P<0.05) 

�
��	#���"�	I��2� ������dI�����2!������������ก
���0��/2���. (% of control) 
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��	��74; 4.3 �����	�!� (Mean±SE) ������dI���ก���e����� ������dI���ก����	2!����! 7	+������dI���ก����
/����#�"��0��/2���	��4�+ (P. bocourti) ����� Extender 3 /��. (Ginzburg fish ringer, C-F 
HBSS 7	+ 0.9% NaCl) ����ก
�ก���/� DMA ������� cryoprotectant ��!�����#��#�� 5, 10 
7	+ 15%  

 
 

��	 Extender ��	 DMA (%) Fertilization (%) Motility (%) Viability (%) 

5 40.33±1.25de 
(52.08) 

30.56±3.67c 
(30.56) 

23.11±1.99ef 
(27.37) 

10 44.56±3.34cde 
(57.57) 

33.33±4.17c 
(33.33) 

24.00±1.51ef 
(28.42) 

Ginzburg fish 
ringer 

15 35.44±2.41e 
(45.77) 

27.78±2.78c 
(27.78) 

24.67±1.52ef 
(29.21) 

5 49.56±5.49cd 
(63.99) 

50.00±4.17b 
(50.00) 

40.44±1.97c 
(47.49) 

10 60.11±3.54b 
(77.67) 

52.78±6.51b 
(52.78) 

50.89±1.98b 
(60.27) 

C-F HBSS 
 

15 45.11±3.38cde 
(58.25) 

33.33±4.17c 
(33.33) 

27.33±2.02de 
(32.27) 

5 51.22±1.62bc 
(66.14) 

36.11±4.39c 
(36.11) 

30.78±1.51d 
(36.45) 

10 53.22±2.09bc 
(68.73) 

36.11±4.39c 
(36.11) 

28.89±1.85de 
(34.21) 

0.9%NaCl 
 

15 40.00±4.32de 
(51.65) 

30.56±3.67c 
(30.56) 

20.67±1.83f 
(24.48) 

Control  77.44±1.49a 100±0.00a 84.44±2.03a 
��������: �
��
ก&���!7�ก���"ก
���7��	+��	
���7�."����7�ก���"����"���
��0��
(��"�a��� (P<0.05) 

�
��	#���"�	I��2� ������dI�����2!������������ก
���0��/2���. (% of control) 
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��	��74; 4.4 �����	�!� (Mean±SE) ������dI���ก���e����� ������dI���ก����	2!����! 7	+������dI���ก����
/����#�"��0��/2���	��4�+ (P. bocourti) ����� Extender 3 /��. (Ginzburg fish ringer, C-F 
HBSS 7	+ 0.9% NaCl) ����ก
�ก���/� MeOH ������� Cryoprotectant ��!�����#��#�� 5, 10 
7	+ 15%  

 
 

��	 Extender ��	 MeOH (%) Fertilization (%) Motility (%) Viability (%) 

5 45.00±1.09d 
(61.08) 

27.78±2.78cd 
(27.78) 

26.11±1.35d 
(31.08) 

10 40.33±1.40 e 
(54.75) 

30.56±3.67 cd 
(30.56) 

27.44±1.89 d 
(32.67) 

Ginzburg fish 
ringer 

15 36.78±2.30ef 
(49.42) 

25.00±4.17d 
(25.00) 

25.33±1.47d 
(30.16) 

5 45.78±0.46d 
(62.14) 

33.33±4.17cd 
(33.33) 

30.67±1.91cd 
(36.51) 

10 46.33±0.62cd 
(62.89) 

41.67±4.17c 

(41.67) 
30.67±1.31cd 

(36.51) 

C-F HBSS 
 

15 45.11±0.87d 
(61.23) 

30.56±3.67cd 
(30.56) 

26.33±1.59d 
(31.35) 

5 54.56±1.11b 
(74.05) 

55.56±5.56b 
(55.56) 

50.00±1.85b 
(59.52) 

10 50.00±0.94c 
(67.87) 

41.67±4.17c 
(41.67) 

33.67±1.73 c 
(40.08) 

0.9%NaCl 
 

15 34.11±0.75f 
(46.30) 

25.00±4.17d 
(25.00) 

28.22±2.45d 
(33.60) 

Control  73.67±1.94a 100±0.00a 84.00±1.61a 
��������: �
��
ก&���!7�ก���"ก
���7��	+��	
���7�."����7�ก���"����"���
��0��
(��"�a��� (P<0.05) 

�
��	#���"�	I��2� ������dI�����2!������������ก
���0��/2���. (% of control) 
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��	��74; 4.5 �����	�!� (Mean±SE) ������dI���ก���e����� ������dI���ก����	2!����! 7	+������dI���ก����
/����#�"��0��/2���	��4�+ (P. bocourti) ����� Extender 3 /��. (Ginzburg fish ringer, C-F 
HBSS 7	+ 0.9% NaCl) ����ก
�ก���/� Glycerol ������� Cryoprotectant ��!�����#��#�� 5, 
10 7	+ 15%  

 
 

��	 Extender ��	 Glycerol (%) Fertilization (%) Motility (%) Viability (%) 

5 31.78±0.64e 
(44.55) 

36.11±4.39bcd 
(36.11) 

26.44±1.76def 
(31.27) 

10 45.00±0.65b 
(63.09) 

50.00±4.17b 
(50.00) 

41.33±2.16b 
(48.88) 

Ginzburg fish 
ringer 

15 42.22±0.62c 
(59.19) 

38.89±4.39bc 
(38.89) 

35.11±1.49c 
(41.52) 

5 38.44±0.80d 
(53.90) 

33.33±4.17cde 
(33.33) 

29.56±1.51d 
(34.95) 

10 37.00±0.83d 
(51.87) 

33.33±4.17cde 
(33.33) 

27.78±1.57de 
(32.85) 

C-F HBSS 
 

15 27.22±0.81f 
(38.16) 

25.00±4.17de 
(25.00) 

22.22±1.68f 
(26.28) 

5 36.33±0.87d 
(50.94) 

25.00±4.17de 
(25.00) 

27.33±1.29de 
(32.32) 

10 30.33±0.60e 
(42.53) 

22.22±2.78e 
(22.22) 

23.78±1.36ef 
(28.12) 

0.9%NaCl 
 

15 31.11±0.48e 
(43.62) 

22.22±2.78e 
(22.22) 

25.11±1.46def 
(29.70) 

Control  71.33±1.43a 100±0.00a 84.56±1.55a 
��������: �
��
ก&���!7�ก���"ก
���7��	+��	
���7�."����7�ก���"����"���
��0��
(��"�a��� (P<0.05) 

�
��	#���"�	I��2� ������dI�����2!������������ก
���0��/2���. (% of control) 
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��2!�������+�����
��
��� (Correlation) ��7��	+ก���.	�"����#�"��� cryoprotectant 7��	+
/��. (DMSO, DMA, MeOH ��2� Glycerol) ��2!�.'�����
��
����+����"������dI���ก���e�����7	+
������dI���ก����	2!����! ��2��+����"������dI���ก���e�����7	+������dI���ก����/���� ��2��+����"
������dI���ก����	2!����!7	+������dI���ก����/���� ��2!��.�����!�+.
��
��0��
( 0.05 
.������������dI���
ก���e������������
��
���ก
�������dI���ก����	2!����!����� DMSO �������
��
������+.
��'" 
(r=0.866, P<0.05) �/���.���ก
�������dI���ก���e������������
��
���ก
�������dI���ก����/��������� 
MeOH �������
��
������+.
��'" (r=0.872, P<0.05) 7	+������dI���ก����	2!����!�������
��
���ก
�
����� �dI���ก����/��������� glycerol �������
��
������+.
��'"��ก (r=0.937, P<0.05) 
.���ก
������������������
��
���ก
�:�����%��"�.���ก
� .
"7�."������"��! 4.6 

 
��	��74; 4.6 �����
��
����+����"������dI���ก���e����� ������dI���ก����	2!����! 7	+������dI���ก����

/���� #�"/��.��� cryoprotectants  
 
 

��	 cryoprotectant  Fertilization Motility 

DMSO Motility 0.548*  
 Viability 0.705* 0.866* 

DMA Motility 0.638*  
 Viability 0.718* 0.878* 

MeOH Motility 0.813*  
 Viability 0.872* 0.881* 

Glycerol Motility 0.861*  
 Viability 0.937* 0.859* 

��������: * 7�."����7�ก���"����"���
��0��
(��"�a��� (P<0.05) 
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4.3 ��������	�ก�	������� !" (freezing rate) 74;!4���#�ก�	$ก%&	�ก'�()*�$+,)�-��$���0�1

2"34ก�	�+#��%� 
 3�กก��% ก&�4	#�"�
���ก��	.��)�H'��7�� One-steps freezing procedure (6, 8 7	+ 10 �"%�
�d	�d����������) ����ก
�/��.��� cryoprotectant ��!���������dI���ก���e������'"��. .
"��� 1) 10% DMSO 
����ก
� C-F HBSS, 2) 10% DMA ����ก
� C-F HBSS, 3) 5% MeOH ����ก
� 0.9% NaCl 7	+ 4) 10% 
glycerol ����ก
� Ginzburg fish ringer 3�กก���.	�"�����������dI���ก����	2!����! ������dI���ก����/���� 
7	+����� �dI���ก���e�����  ��������	���� ( interaction)  �+����"�
���ก��	.��)�H'��7	+�� �

cryodiluent (P<0.05) 
.�ก���/��
���ก��	.��)�H'����! 10 �"%��d	�d���������� ����ก
� 10% DMSO+  
C-F HBSS ���������dI���ก���e����� ������dI���ก����	2!����! 7	+������dI���ก����/�����'"��.����ก
� 
54.27±1.48% (81% #�"��0��/2���.), 61.67±4.13% (62% #�"��0��/2���.) 7	+57.60±2.01% (73% #�"
��0��/2���.) ���	0�.
� d !":��7�ก���"����"���
��0��
(��"�a���ก
�ก���/��
���ก��	.��)�H'����! 6 7	+ 8 
�"%��d	�d���������� (P>0.05) 7���!0�ก���7	+7�ก���"����"���
��0��
(��"�a���ก
���0��/2���. (P<0.05) 
7	+�������2!��/� 10% glycerol ����ก
� Ginzburg fish ringer ��!�
���ก��	.��)�H'�� 6, 8 7	+ 10 �"%�
�d	�d���������� ���������dI���ก����/�����!0�ก�������������2!� g .
"7�."������"��! 4.7 ��ก�
�"�
���ก��
	.��)�H'����! 6, 8 ��2� 10 �"%��d	�d���������� :����4	���������dI���ก���e����� ������dI���ก��
��	2!����! 7	+������dI���ก����/���� 
 

3�กก��% ก&�4	ก���.	�"�����������ก���/��
���ก��	.��)�H'��7�� One-step (10 �"%�
�d	�d����������), Two-steps 7	+ Three-steps freezing procedure 
.��/� 10% DMSO ����ก
� C-F 
HBSS �������!�
���ก��	.��)�H'��7�� One-step ���������dI���ก���e����� 7	+������dI���ก����/����
�'"��.����ก
� 61.47±1.08% (90% #�"��0��/2���.) 7	+ 64.53±1.63% (82% #�"��0��/2���.) ���	0�.
� d !"
�'"ก���7	+7�ก���"����"���
��0��
(��"�a���ก
�ก���/��
���ก��	.��)�H'��7�� Two-steps 7	+ Three-
steps (P<0.05) 7	+��2!��.���������dI���ก����	2!����! �������2!��/��
���ก��	.��)�H'����! 10 �"%�
�d	�d���������� ���������dI���ก����	2!����!�'"��.����ก
� 65.00±4.08% (65% #�"��0��/2���.) d !"�����:��
������7�ก���"����"���
��0��
(��"�a���ก
�ก���/��
���ก��	.��)�H'��7�� Two-steps (P>0.05) 7	+
�����������dI���ก���e����� ������dI���ก����	2!����! 7	+������dI���ก����/����#�"��0��/2��7/�7#I"�!0�ก���
ก���/���0��/2���. 7	+������7�ก���"����"���
��0��
(��"�a��� (P<0.05, ����"��! 4.8) 
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��	��74; 4.7 �����	�!� (Mean±SE) ������dI���ก���e����� ������dI���ก����	2!����! 7	+������dI���ก����/���� 
#�"��0��/2���	��4�+ (P. bocourti) ��!�
���ก��	.��)�H'��7�� One-step freezing procedure  
(6, 8 7	+ 10 �"%��d	�d����������) 

 

Freezing  rate 

(°C min-1) 
Cryodiluent Fertilization (%) Motility (%) Viability (%) 

    10% DMSO+C-F HBSS 53.87±2.69bc 
(80.88) 

56.67±3.83b 
(56.67) 

57.27±2.06b 
(72.43) 

    10% DMA+C-F HBSS 46.47±2.37cd 
(69.77) 

38.33±3.33cde 
(38.33) 

49.93±1.74c 
(63.15) 

    5% MeOH+0.9% NaCl 42.07±2.19def 
(63.16) 

33.33±3.15cdef 
(33.33) 

43.07±2.10d 
(54.47) 

6 

    10% glycerol+Ginzburg         
    fish ringer 

34.53±1.38fg 
(51.85) 

30.00 ±3.62ef 
(30.00) 

34.73±2.22e 
(43.93) 

    10% DMSO+C-F HBSS 53.13±2.72bc 
(79.78) 

60.00±4.08b 
(60.00) 

56.93±2.00b 
(72.00) 

    10% DMA+C-F HBSS 45.47±3.00d 
(68.27) 

41.67±3.15cd 
(41.67) 

51.00±1.45c 
(64.50) 

    5% MeOH+0.9% NaCl 42.20±2.67def 
(63.36) 

35.00±3.27cdef 
(35.00) 

43.47±2.01d 
(54.97) 

8 

    10% glycerol+Ginzburg   
    fish ringer 

35.47±2.15efg 
(53.25) 

31.67±3.83def 
(31.67) 

35.07±1.73e 
(44.53) 

    10% DMSO+C-F HBSS 54.27±1.48b 
(81.48) 

61.67±4.13b 
(61.67) 

57.60±2.01b 
(72.85) 

    10% DMA+C-F HBSS 45.13±2.97d 
(67.77) 

45.00±3.62c 
(45.00) 

50.40±1.62c 

(63.74) 
    5% MeOH+0.9% NaCl 42.60±2.30de 

(63.93) 
36.67±3.33cde 

(36.67) 
42.60±1.79d 

(53.88) 

10 

    10% glycerol+Ginzburg   
    fish ringer 

33.33±1.94g 
(50.05) 

28.33±5.38f 
(28.33) 

34.93±1.92e 
(44.18) 

Control   66.60±3.47a 100±0.00a 79.07±0.93a 

��������: �
��
ก&���!7�ก���"ก
���7��	+��	
���7�."����7�ก���"����"���
��0��
(��"�a��� (P<0.05) �
��	#
���"�	I��2� ������dI�����2!������������ก
���0��/2���. (% of control) 
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��	��74; 4.8 �����	�!� (Mean±SE) ������dI���ก���e����� ������dI���ก����	2!����! 7	+������dI���ก����
/����#�"��0��/2���	��4�+ (P. bocourti) ��!�
���ก��	.��)�H'��7�� One-step, Two-steps 7	+ 
Three-steps freezing procedures 
.��/���� 10% DMSO ����ก
� C-F HBSS 

 

Freezing rate Fertilization (%) Motility (%) Viability (%) 

One-step 61.47±1.08b 
(90.13) 

65.00±4.08b 
(65.00) 

64.53±1.63b 
(82.31) 

Two-steps 53.33±3.42c 
(78.20) 

61.67±4.13bc 
(61.67) 

57.53±1.49c 
(73.38) 

Three-steps 53.27±2.55c 
(78.10) 

55.00±3.62c 
(55.00) 

57.73±1.73c 
(73.64) 

Control 68.20±1.93a 100±0.00a 78.40±0.84a 
��������: �
��
ก&���!7�ก���"ก
���7��	+��	
���7�."����7�ก���"����"���
��0��
(��"�a��� (P<0.05) 

�
��	#���"�	I��2� ������dI�����2!������������ก
���0��/2���. (% of control) 

 
4.4 ก�	��"�-��� ก��! (hybrid species) 0�1I+@()*�$+,)��+#��%�-��$�����!ก�&6�#-���2�1 

3�กก���.	�"
.��	2�ก��� cryoprotectant ����ก
���� extender 7��	+/��.��� cryoprotectant 
��!���������dI���ก���e������'"��. .
"��� 1) 10% DMSO ����ก
� C-F HBSS, 2) 10% DMA ����ก
� C-F 
HBSS, 3) 5% MeOH ����ก
� 0.9% NaCl 7	+ 4) 10% glycerol ����ก
� Ginzburg fish ringer ��!�
���ก��
	.��)�H'�� 10 �"%��d	�d���������� �0�ก���กI��
ก&���0��/2���	��4�+
.�����ก��7/�7#I" 3�ก�
���0���0��/2��
�	��4�+7/�7#I"��4��ก
�:#��	�������2!�4	���	�	'ก4�� �����ก���/� 10% DMSO ����ก
� C-F 
HBSS ���������dI���ก���e�����7	+��������dI���ก����ก�'"��.����ก
� 73.47±1.91% (93% #�"��0��/2���.) 
7	+ 33.33±3.63% (71% #�"��0��/2���.) ���	0�.
� �/���.���ก
���2!��.���������dI���ก����	2!����!7	+
������dI���ก����/���� �������2!��/� 10% DMSO ����ก
� C-F HBSS ���������dI���ก����	2!����!7	+
������dI���ก����/�����'"��.����ก
� 61.67±5.38% (62% #�"��0��/2���.) 7	+ 49.07±2.29% (57% #�"
��0��/2���.) ���	0�.
� d !"�'"ก�������������2!� g 7	+������7�ก���"����"���
��0��
(��"�a��� (P<0.05) 
7	+��2!��/� 10% glycerol ����ก
� Ginzburg fish ringer ���������dI���ก���e������!0���. 43.40±1.89% 
(55% #�"��0��/2���.) #)+��!������dI���ก����ก�������2!��/� 5% MeOH ����ก
� 0.9% NaCl 7	+ 10% 
glycerol ����ก
� Ginzburg fish ringer ���4	#�"������dI���ก����ก�!0�ก��� 5% .
"7�."������"��! 4.9 
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��	��74; 4.9 �����	�!� (Mean±SE) ������dI���ก���e����� ������dI���ก����ก ������dI���ก����	2!����!     
7	+������dI���ก����/���� #�"ก��4	���	�	'ก4�� 
.��/���0��/2��7/�7#I"�	��4�+4��ก
�:#�
�	�����    

Treatment Fertilization (%) Hatching (%) Motility (%) Viability (%) 
10% DMSO+C-F HBSS 73.47±1.91b 

(92.61) 
33.33±3.63b 

(70.73) 
61.67±5.38b 

(61.67) 
49.07±2.29b 

(57.46) 
10% DMA+C-F HBSS 61.60±1.85c 

(77.65) 
25.13±2.10c 

(53.33) 
46.67±4.13c 

(46.67) 
41.67±1.33c 

(48.79) 
5% MeOH+0.9% NaCl 49.73±2.20d 

(62.69) 
2.07±1.21d 

(4.39) 
43.33±3.83c 

(43.33) 
35.47±2.20d 

(41.53) 
10% Glycerol+ Ginzburg 
fish ringer 

43.40±1.89e 
(54.71) 

0.60±0.41d 
(1.27) 

38.33±4.80c 
(38.33) 

34.00±2.11d 
(39.81) 

Control 79.33±0.99a 47.13±1.73a 100±0.00a 85.40±1.34a 

��������: �
��
ก&���!7�ก���"ก
���7��	+��	
���7�."����7�ก���"����"���
��0��
(��"�a��� (P<0.05) 
�
��	#���"�	I��2� ������dI�����2!������������ก
���0��/2���. (% of control) 
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&774; 5 

ก�	��"-	�1�� �	�- ����@�$�(��(� 
 

5.1 �������	 extenders +("����	���&?2�!$�@!�@(�����	 cryoprotectants 74;!4���#�

ก�	$ก%&	�ก'�()*�$+,)�-��$���0�12"34ก�	�+#��%� 
3�กก��% ก&�4	#�"��� extenders /��.7	+�+.
������#��#��#�"��� cryoprotectants ��!��4	

���ก���กI��
ก&���0��/2���	��4�+
.�����ก��7/�7#I" �������2!��/� 10% DMSO ������� cryoprotectant ����ก
�  
C-F HBSS ���4	������dI���ก���e����� (75%) d !"�'"ก���ก���/���� DMA (60%), MeOH (55%) 7	+ 
glycerol (45%) 7	+:��7�ก���"ก
�ก���/���0��/2���. (P>0.05) �/���.���ก
�������������dI���ก����/���� 
����� 10% DMSO ����ก
� C-F HBSS ���������dI���ก����/�����'"��. (61%) 7	+������������dI���ก��
��	2!����! �������! 5 7	+ 10% DMSO ����ก
� C-F HBSS ���������dI���ก����	2!����! 64-70% �
�"�����������! 
10% DMSO ����ก
� C-F HBSS ��"4	�����)H����0��/2������)H��.�ก������ cryoprotectant /��.�2!� g ��3
��2!�"��3�ก C-F HBSS ��������
�	�	���� (298±1.88 mOsm kg-1) d !"�ก	�����"ก
���0��/2���	��4�+ (297±3.77 
mOsm kg-1) ��2!������ก
� 0.9% NaCl (277±1.77 mOsm kg-1) 7	+ Ginzburg fish ringer (249±2.35 mOsm kg-1) 
��2!�"3�ก������
�	�	����#�" extender ��!������ก	�����"ก
���0��/2��3+/����������
ก&�����.
����
���ก
7	+�
ก&���)���
��7	+ก���0�"��#�"�d		����3� ��ก�
�" C-F HBSS �
"�� glucose ����������+ก�� d !":��
����������+ก��#�" 0.9% NaCl 7	+ Ginzburg fish ringer 
.� glucose 3+����7�	�"�	
""�����ก
��
�
���3� d !"��.�	��"ก
�ก��% ก&�#�" Yao, Richardson and Crim (1999) ��!:.��0�ก���กI��
ก&���0��/2�����	� 
Ocean pout (Macrozoarces americanus L.) 
.�% ก&�����7�ก���"������+ก��#�"��� extender 
�������� extender ��!��������+ก��#�" glucose 3+/�������	
""�����ก
��
����3��0����������dI���ก��
��	2!����!�'"ก��� ��� extender ��!:����������+ก��#�" glucose d !"4	ก��% ก&���!:.���.�	��"ก
�4	ก��
�.	�"#�" Mongkonpunya et al. (1995) ��!�0�ก��% ก&����	�� ก (Mekong giant catfish, Pangasianodon 
gigas) �������2!��/� 9% DMSO ����ก
� C-F HBSS ���������dI���ก���e�����:��7�ก���"3�กก���/���0��/2��
�. (P>0.05) �/���.���ก
�ก
����"��#�" Harvath and Urbanyi (2000) ��!�0�ก��% ก&����	�.�ก�
ก&� 
(African catfish, Clarias gariepinus) ����� 10% DMSO ����������+����ก���กI��
ก&���0��/2��7��7/�7#I" 

.����4	������dI���ก���e����� 7	+������dI���ก����ก��	�!��+����" 86.8±3.1% 7	+ 67.1±11.9% ���	0�.
� 
d !"����� �dI���ก���e����� 7	+����� �dI���ก����ก.
"ก	��� ������'"ก���ก���/�  MeOH, Ethylene glycol, 
Propylene glycol 7	+ glycerol ������� cryoprotectant �/���.���ก
�ก
����"��#�" Kwantong and Bart (2006) 
��!�0�ก��% ก&����	���
� (Black ear catfish, Pangasius larnaudii) �������2!��/� 10% DMSO ���
������dI���ก���e������'"ก���ก���/� 10% DMA 7	+ 5% MeOH 7	+�
"��.�	��"ก
�ก��% ก&�#�"     
..กกก                                   

 

 

 

 

 

 



 Riley et al. (2004) ��!:.��0�ก��% ก&����	� Red snapper (Lutjanus campechanus) �������2!��/� 10% DMSO 
���������dI���ก����	2!����!�'"ก���ก���/� DMA, MeOH 7	+ glycerol ������� cryoprotectant ���a "ก��
�.	�"#�" He and Wood (2004) ����� DMSO �����a���"ก
���2����2!��������7	+:�
�����.���7	+
�
"/����":��d !"��)���
��#�"��2!������d		�3�ก�
�������!�ก�.3�ก4	 ก��0�7#I"��!�ก�.# ����ก�+���7/�7#I":.� 
��ก�
�"��ก�����"�����ก���/� DMSO ������� cryoprotectant ��+�������0���I3���กI��
ก&���0��/2��7/�
7#I"���	��	��/��. �/�� Blue catfish, Ictalurus furcatus (Bart et al., 1998); Ocean pout, Macrozoarces 
americanus L. (Yao, Crim, Richardson and Emerson, 2000); Striped catfish, P. hypophthalmus 
(Kwantong and Bart, 2003); European catfish, Silurus glanis L. (Linhart et al., 2005) 7	+ European eel, 
Anguilla anguilla (Penaranda, Perez, Gallego, Jover and Asturiano, 2009) ������� 3�กก��% ก&�����
�"���
�����ก���/���� 10% DMSO ������� cryoprotectant ����ก
� C-F HBSS ��������dI���ก���e����� 
������dI���ก����	2!����! 7	+������dI���ก����/�����'"ก�����2!������������ก
�/�.ก���.	�"ก���/� DMA, 
MeOH 7	+ glycerol ������� cryoprotectant  

��#)+��!ก���/� DMA ������� cryoprotectant �������2!��/� 10% DMA ����ก
� C-F HBSS 
���4	������dI���ก����	2!����! ������dI���ก����/���� 7	+������dI���ก���e��������������dI����!0�ก�����2!�
�����������3�ก/�.ก���.	�"ก���/� DMSO ������� cryoprotectant 7�����4	������dI���ก����	2!����! 
������dI���ก����/���� 7	+������dI���ก���e��������������dI����'"ก�����2!������������3�ก/�.ก���.	�"
ก���/� MeOH 7	+ glycerol 4	��3��2!�"��3�ก��� DMA combination ����ก
� C-F HBSS d !"���4	.�
�/���.���ก
�ก
�ก�)�#�"��� DMSO combination ����ก
� C-F HBSS 
.��
!�:� DMA 3+���������ก��
/����
ก&��	
""����#���ก��������	�d � ��2�/���ก�+������ก�+���ก�� ATP ���ก
��d		� d !"3�ก
ก��% ก&�#�" Ogier de Baulny et al. (1999);  Morris, Berghmans, Zahrieh, Neuberg, Kanki and Look 
(2003) :.�% ก&������ก���/� DMA ������� cryoprotectant 3+/����
ก&��	
""�� ��2�/���ก�+������
ก�+���ก�� ATP ���ก
��d		� ��2!�����d		����H���"��'��	
"3�ก4���ก�+���ก��7/�7#I"7	+ก��	+	�� 
��ก3�ก���ก���/� DMA ������� cryoprotectant �
"��+�������0���I3��ก���กI��
ก&���0��/2��7/�7#I"��
ก	����	� Salmonid (Babiak, Glogowski, Goryczko, Dobosz, Kuzminski, Strzezek and Demianowicz, 2001; 
Richardson, Miller and McNiven, 2000) 7	+�
"��+�������0���I3��ก���กI��
ก&���0��/2��7/�7#I"���	�
:�, Cyprinus carpio L. (Akcay, Bozkurt, Secer and Tekin, 2004; Warnecke and Pluta, 2003)  

7	+3�กก���.	�"
.��/� MeOH ������� cryoprotectant �������2!��/� 5% MeOH ����ก
�   
0.9% NaCl ���4	������dI���ก����	2!����! ������dI���ก����/���� 7	+������dI���ก���e������!0�ก�����2!�
�����������3�ก/�.ก���.	�"ก���/� DMSO 7	+ DMA ������� cryoprotectant �
�"�����3��2!�"��3�ก��
ก���/��+�+��	� equilibration time (10 ����) ��ก���.	�"��!����ก
� �0���� MeOH d !"����	
��	ก�	 
(32.04) �!0�ก�����	
��	ก�	#�" DMSO (78.13) 7	+ DMA (87.12) 3 "�0�������
���ก��7�����I�ก����0����
�����ad �4����#���d		�:.���.��I�ก������ cryoprotectant /��.�2!� g 7	+��ก3�ก����
"�������2!��/� 
MeOH ��!�+.
������#��#�� 15% ���������dI���ก����	2!����! ������dI���ก����/���� 7	+������dI���ก��
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�e������!0 �ก���ก���/�  MeOH ��! �+.
������#��#�� 5 7	+ 10% d !"��.�	��"ก
�ก��% ก&�#�" 
Mongkonpunya et al. (1995) ��!:.��0�ก��% ก&����	�� ก ������+.
������#��#�� 14% MeOH ������
������&����d		����3� �0�������3�:����ก����	2!����!��2!������ก
���!�+.
������#��#�� 5-10% �/���.���ก
�3�ก
ก��% ก&�#�" Christensen and Tiersch (2005) ��!:.��0�ก��% ก&����	� Channel catfish (Ictalurus punctatus) 
�������2!��/� MeOH ��!�+.
������#��#�� 5% ���������dI���ก����	2!����!�'"ก�����!�+.
������#��#��    
10% 7	+��.�	��"ก
�ก��% ก&�#�" Harvath, Wayman, Urbanyi, Ware, Dean and Tiersch (2005); 
Christensen and Tiersch (1997) �������2!��/� MeOH �+.
������#��#�� 15% ������������&������3�
��กก���ก���/���!�+.
������#��#�� 5% 7	+ 10% ����":�กI�������"���"�������ก���/� MeOH ����
��� cryoprotectant ��+�������0���I3���กI��
ก&���0��/2��7/�7#I"���	�:.��	��/��. �/�� �	�.�ก�
ก&� 
(Viveiros et al., 2000; 2001); Burbot, Lota lota (Lahnsteiner et al., 2002); Tropical bagrid catfish, 
Mystus nemurus (Muchlisin et al., 2004; Muchlisin and Azizah, 2009); Murray cod, Marraycullochella 
peelii peelii (Daly, Glloway, Bravington, Holland and Ingram, 2008)  

����ก���/� glycerol ������� cryoprotectant �������2!��/� 10% glycerol ����ก
� Ginzburg fish 
ringer ���4	������dI���ก����	2!����!  ������dI���ก����/���� 7	+������dI���ก���e������!0�ก�����2!�
�����������ก
�/�.ก���.	�"#�"ก���/� DMSO, DMA 7	+ MeOH ������� cryoprotectant d !"��ก��
�.	�"�������� glycerol ��	
ก&)+�����3	��2. ��3�ก�.3�ก�+�+��	� (equilibration time) ��!:��
����+�� �
�"�����3��2!�"��3�ก��ก���/��+�+��	� equilibration time (10 ����) ��!����ก
� �0���� glycerol 
d !"����	
��	ก�	 (92.09) ��กก��� DMSO (78.13), DMA (87.12) 7	+ MeOH (32.04) ���
���ก��7���
4�����2!������d		�/��ก������ cryoprotectant /��.�2!� g 3 "�����������0��������+�����H��:������"����ก��
���"ก
��������������! �ก�.# ��ก
��d		�  ��2! �"3�ก  equilibration time ��4	���ก��7���#�"��� 
cryoprotectant �#���'��d		� d !"ก���/���� glycerol ��33+���"�/�����ก
� equilibration time ��!�+�+��	�
���# ����2!���� glycerol 7����#���'��d		�:.�.�# �� d !"��.�	��"ก
����"��#�" Harvey, Kelley and Smith 
(1982) :.�ก	������ก���/���� glycerol ������� cryoprotectant 3+��+�������0���I3��ก���กI��
ก&�
��0��/2��
.�����ก��7/�7#I"3+���"�/��+�+ equilibration time ��!�+�+��	���กก��� 20 ���� 7	+3�กก��% ก&�
#�" Conget, Fernandez, Herrera and Minguell (1996); Tekin, Secer, Akcay, Bozkurt and Kayam (2007) 
����� glycerol ������������&���ก���กI��
ก&���0��/2���	���ก	��� Salmonid ����":�กI�����"���"��
�������2!��/���� glycerol ������� cryoprotectant ��+�������0���I3��ก���กI��
ก&���0��/2���	�        

.�����ก��7/�7#I"  �/�����	�.�ก�
ก&�  (Steyn, 1993; Steyn and Van Vuren, 1987), European catfish    
(Linhart et al., 1993) 7 	 + � � � 	 �  Platyfish, Xiphophorus couchianus (Huang et al., 2004) � �� � �� � 
a "7�����ก���/� glycerol ������� cryoprotectant 3+���4	������dI���ก���e����� (27-45%) �!0�ก���ก���/� 
DMSO (35-75%), DMA (35-60%) 7	+ MeOH (34-55%) 7������":�กI��� �����ก��% ก&�ก���/� glycerol 
������� cryoprotectant ��ก���กI��
ก&���0��/2���	��4�+��
�"�������ก��% ก&���
�"7�ก���	�ก	��� Pangasiid                
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d !"��ก��% ก&���
�"���:� ��ก���"ก���/���� glycerol ������� cryoprotectant ��ก���กI��
ก&���0��/2���	� 
3 "�����3��)�a " equilibration time ��+ก��.��� 

3�ก4	ก��% ก&�/��.#�"��� cryoprotectant (DMSO, DMA, MeOH 7	+ glycerol) �����4	#�"
������dI���ก����	2!����! ������dI���ก����/���� 7	+������dI���ก���e����� 3+# ����'�ก
� combination 
�+����"/��.#�"��� cryoprotectant 7	+/��.#�"��� extender �/�� DMSO 7	+ DMA �/�����ก
�        
C-F HBSS, MeOH ����ก
� 0.9% NaCl 7	+ glycerol ����ก
� Ginzburg fish ringer ��ก�
�"�
"# ����'�ก
�
�+.
������#��#��#�"��� cryoprotectant 
.��������!�+.
������#��#�� 15% ��������dI���ก���e�����
�!0�ก�����2!������������ก
���!�+.
������#��#����! 5% 7	+ 10% ��ก3�ก�����ก���	2�ก/��.#�"��� 
extender ��2!��/���ก��% ก&�ก�+���ก���กI��
ก&���0��/2���	�7��7/�7#I"�
�� �����3��)���� extender 
��!��������
�	�	����7	+�������/��!�ก	�����"ก
�#�"��	�����0��/2���	�/��.�
�� g ��ก�
�"������+ก��#�" 
��������" g �/�� Na+, K+, Ca2+ ���"��4	�����0��/2����ก.��� ��2!���3��)�4	3�กก��������+�����
��
��� 
(Correlation) ��3�กก��% ก&�4	#�"��� extender /��.7	+�+.
������#��#��#�"��� cryoprotectant 
3+��I�:.����������dI���ก����	2!����!�������
��
���ก
�������dI���ก����/���� 7	+�
"�������
��
���ก
�
������dI���ก���e����� ��ก�
�"������dI���ก����/�����������
��
���ก
�������dI���ก���e����� 
.���ก
������������������
��
���ก
�:�����%��"�.���ก
� �/������� DMSO �������
��
����+����"
������dI���ก����	2!����!7	+������dI���ก����/�������+.
��'" (r=0.878, P<0.05) ��2� ����� glycerol ��
�����
��
����+����"������dI���ก����/����7	+������dI���ก���e��������+.
��'"��ก (r=0.937, P<0.01)  
������� d !"��.�	��"������"��#�" Rurangwa, Volckaert, Huyskens, Kime and Ollevier (2001) ��!:.�
�0�ก��% ก&�ก���กI��
ก&���0 ��/2���	�.�ก�
ก&�
.�����ก��7/�7#I" ����� ����� �dI���ก����	2!����!                    
�������
��
���ก
�������dI���ก����ก 7	+������dI���ก����/�����������
��
���ก
�������dI���ก����ก 
(r=0.83, P<0.001) ��ก3�ก���3�กก����������ก���"����3
�#�" Muchlisin (2005) :.����"�����
������dI���ก����	2!����!�������
��
���ก
�������dI���ก���e����� 
.���2!�������dI���ก����	2!����!�'"3+
��"4	���������dI���ก���e������'"���:�.��� �
�"���3+��I�:.����3�กก���.	�"��2!�������dI���ก��
��	2!����!�'"กI3+��"4	���������dI���ก����/����7	+������dI���ก���e������'"���:�.����/��ก
� d !"3+��I�
:.���������0���I3��ก���กI��
ก&���0��/2���	�
.�����7/�7#I"�
�� ������!�0��
(��ก3�ก3+# ����'�ก
� 
combination ����ก
��+����"��� cryoprotectant 7	+��� extender 7	���
"# ����'�ก
��+.
������#��#��
#�"��� cryoprotectant ��ก�
�"��ก���	2�ก�/���� extender /��.7	+�+.
������#��#��#�"��� 
cryoprotectant �
"# ����'�ก
�/��.#�"�	� ��2!�"3�ก�d		����3�#�"�	�7��	+/��. ���'����"	
ก&)+7	+
#��. �	�.3�
��"����"#�"������+ก�����" g �/�� ���
�	���. 
����� 7	+:#�
� ������7�ก���"
ก
� 3 "�0������+�����H��#�"���7��	+/��.���
���ก��7���4�����2!������d		�7�ก���"ก
���ก:�.���  
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5.2 ��������	�ก�	������� !" (freezing rates) 74;!4���#�ก�	$ก%&	�ก'�()*�$+,)�-��$���0�1

2"34ก�	�+#��%� 
 �����0���I3#�"ก���กI��
ก&���0��/2���	�:������"7��# ����'�ก
�/��.#�"��� extender /��.7	+
�+.
������#��#��#�"��� cryoprotectant ��!����+�������
��7���
"# ����'�ก
��
���ก��	.��)�H'����!
����+�����+����"#���ก��7/�7#I".��� 
.�3�กก��������+��#���'	4	#�"�
���ก��	.��)�H'������
�"
�������� �
���ก��	.��)�H'����!�+.
� 6, 8 7	+ 10 �"%��d	�d���������� :����4	���������dI���ก��
�e����� ������dI���ก����	2!����!  7	+������dI���ก����/���� 
.��������2!��/� 10% DMSO ����ก
�           
C-F HBSS ����ก
��
���ก��	.��)H'����! 10 �"%��d	�d�������������������dI���ก���e����� ������dI���
ก����	2!����! 7	+������dI���ก����/�����'"��.����ก
� 54, 62 7	+ 58% ���	0�.
� d !":��7�ก���"����"          
���
��0��
(��"�a���ก
�ก���/��
���ก��	.��)�H'����! 6 7	+ 8 �"%��d	�d���������� (P>0.05) d !"4	
ก��% ก&���!:.���.�	��"3�กก��% ก&�#�" %����� �/�
��� 7	+�)+ (2548) ��!:.��0�ก��% ก&�ก���กI�
�
ก&���0��/2��7��7/�7#I"���	���
� 
.��/� DMSO �����#��#�� 5, 10, 15 7	+ 20% ���+.
��
���ก��
	.��)�H'�� 3, 5 7	+ 10 �"%��d	�d���������� ���4	������dI���ก���e�������!:��7�ก���"ก
� d !"��.���
�� � 3+ �ก� .3� กก � ��/� �
 ���ก � �	 .�� )�H'�� ��! �� �� �: �� 7�ก �� � " ก
�� � ก �
ก  7	 +3� ก ก ��% ก & �
#�" Viveiros et al. (2001) ��!:.��0�ก��% ก&����	�.�ก�
ก&� 
.��0�ก��	.��)�H'����! 3 �+.
� �2� 2, 5 7	+ 
10 �"%��d	�d���������� �������!�
���ก��	.��)�H'����! 10 �"%��d	�d���������� ���������dI���ก����ก
�'"��.����ก
� 86.2±5.7% d !"4	#�"������dI���ก����ก:��������7�ก���"3�กก���/��
���ก��	.��)�H'��
��! 5 �"%��d	�d���������� 7�����4	��!�'"ก���7	+7�ก���"����"���
��0��
(3�กก���/��
���ก��	.��)�H'��
��! 2 �"%��d	�d���������� (P<0.05) 7	+3�กก��% ก&�#�" Yang, Carmichael, Varga and Tiersch (2007) 
��!:.��0�ก��% ก&����	� Zebrafish (Danio rerio) 
.�������
���ก��	.��)�H'����! 10 �"%��d	�d������
���� ���������dI���ก����	2!����! (35%) �'"ก����
���ก��	.��)�H'����! 20 �"%��d	�d���������� 3+��I�:.�
�����ก���e��
��ก��ก�+���ก���กI��
ก&���0��/2��7/�7#I"��	��������0��
(����d		� ��ก/����2���I����"กI
��"4	����ก�.�
���������d		�:.� ��ก�
�"�
"�0�� "��	���ก���0�"��7	+��	���!�
���ก���+���#�"
:�
���3� 
.���!�
���ก��	.��)�H'����! 6 �"%��d	�d���������� 3+�/���	���ก��run program 
��+��) 17 ���� 7	+��!�
���ก��	.��)�H'����! 8 �"%��d	�d���������� 3+�/���	���+��) 13 ���� ����
��!�
���ก��	.��)�H'����! 10 �"%��d	�d���������� 3+�/���	���+��) 10 ���� d !"����ก�����!�
���ก��	.
��)�H'����! 6 7	+ 8 �"%��d	�d���������� �0���������a��+��
.��	� ��ก�
�"��+��
.:�
���3���	� d !"
3+����ก��	.��������ก���กI��
ก&���0��/2��7��7/�7#I"  

��ก3�ก���:.����0�ก���.	�"��2!�% ก&�������������
���ก��	.��)�H'��7�� One-step freezing 
procedure (10 �"%��d	�d����������), Two-steps freezing procedure (�
���	.��)�H'����! 4 �"%�
�d	�d���������� 3�ก 3 a " -4 �"%��d	�d��� 7	+ 11 �"%��d	�d���������� 3�ก -4 �"%��d	�d��� a " -80 
�"%��d	�d���) 7	+ Three-steps freezing procedure (�
���	.��)�H'����! 5 �"%��d	�d���������� 3�ก 2 
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�"%��d	�d��� a " -7 �"%��d	�d��� 7	+ 3 �"%��d	�d���������� 3�ก -7 �"%��d	�d��� a " -30 �"%�
�d	�d��� 7	+ 2 �"%��d	�d���������� 3�ก -30 �"%��d	�d���a " -80 �"%��d	�d���) ������
���ก��	.
��)�H'��7�� One-step ��������dI���ก���e�����7	+������dI���ก����/�����'"ก���ก���/��
���ก��	.
��)�H'��7�� Two-steps 7	+ Three-steps d !"��.�	��"ก
�ก��% ก&�#�" Dokpong, Ponchunchoovong, 
Imsin, Piasoongnoen and Singhae (2009) ��!:.��0�ก��% ก&�ก���กI��
ก&���0��/2��7��7/�7#I"���	���	3
����
��0�32. (Small Scale Mud Carp, Cirrhinus microlepis) �������!�
���ก��	.��)H'��7�� One-step (10 �"%�
�d	�d����������) ���������dI���ก���e�����7	+������dI���ก����	2!����!�'"��.����ก
� 47.82±0.82% 7	+
51.50±0.98% ���	0�.
� d !":��7�ก���"����"���
��0��
(��"�a���ก
�ก���/��
���ก��	.��)�H'��7��  
Two-steps (P>0.05) 7	+��ก��% ก&���
� "����������!�
���ก��	.��)�H'��7�� Three-steps ���4	
������dI���ก���e����� ������dI���ก����	2!����!7	+������dI���ก����/�����!0�ก���ก���/��
���ก��	.
��)�H'��7�� One-step �
�"�����3��2!�"��3�ก�+�+��	���#���ก��7/�7#I"7�� One-step 3+�/���	���
ก�� run program �+����"#���ก��7/�7#I"��+��) 10 ���� ����ก����
���ก��	.��)�H'��7��        
Three-steps ��!�/���	� 37 ���� d !"����:�:.������ก��ก��	.��)H'���ก�.# ������"/�� g 3+�/���	����
�ก��:� �0�����ก�.�
���������d		� ��2!�"3�ก�d		��'(������0�7	+�0�����d		����!�� (dehydration) ��ก�
�"
#�"��	�H�����d		��������#��#���'"# �� 3�������&����d		����3�3 "��3�����������0��
(��+ก���� !"��!
��"4	�0����������dI���ก���e����� ������dI���ก����	2!����!7	+������dI���ก����/�����!0� ��#)+��!�
���
ก��	.��)�H'��7�� Two-steps ���4	������dI���ก���e�����7	+������dI���ก����/����:�����"3�กก���/�
�
���ก��	.��)�H'��7�� Three-steps 7�����4	�!0�ก���7�� One-step ��3�ก�.3�ก��!�
���ก��	.��)�H'��
7�� Two-steps ���
���	.��)�H'����! ���!����/�� �ก��:� (	.��)�H'����!�
��� 4 �"%��d	�d������
���� 3�ก 3 a " -4 �"%��d	�d��� ���.��� 11 �"%��d	�d����������3�ก -4 �"%��d	�d���a " -80 �"%�
�d	�d���) 3 "�����������0������)H����0��/2������)H���!0��/��ก
�ก�)�ก���/��
���ก��	.��)�H'��7�� 
Three-steps d !"��.�	��"3�กก��% ก&�#�" Routray et al. (2008) :.��0�ก��% ก&�4	#�"�
���ก��	.
��)�H'�����	� Silver barb (Puntius gonionotus) 
.��/��
���ก��	.��)�H'����! 4, 10, 16 7	+ 22 �"%�
�d	�d���������� �������2!��/��
���ก��	.��)�H'����! 4 �"%��d	�d���������� ���������dI���ก���e�����
�!0 �ก�� �7	+7�ก���"3�กก���/��
���ก��	.��)�H'����!�+.
��2!�  g (P<0.05) 7	+3�กก��% ก&�
#�" Kwantong and Bart (2003) :.��0�ก��% ก&����	����� (Striped catfish, Pangasius hypophthalmus)    

.��/��
���ก��	.��)�H'��7�� One-step (10 �"%��d	�d����������) 7	+7�� Two-steps �������
������dI���ก���e�����:��7�ก���"ก
�����"���
��0��
(��"�a��� (P>0.05) 7������":�กI��� ก��	.��)�H'��
7�� One-step ���������dI���ก���e������'"ก���ก��	.��)�H'��7�� Two-steps 7	+3�ก% ก&� Warnecke 
and Pluta (2003) �0�ก��% ก&��
���ก��	.��)�H'�����	�:� 
.��/��
���ก��	.��)�H'�� One-step 7	+ 
Three-steps �����ก��	.��)�H'��7�� Three-steps ��������dI���ก����	2!����!�'"��. (40±6%) 7��:����
����7�ก���"3�กก��	.��)�H'��7�� One-step (P>0.05) 3�ก��!ก	�����3+��I�:.����ก��	.��)�H'��   
����"/����2���I���4	��������������#�"�d		� .
"�
�������0���I3��ก���กI��
ก&���0��/2���	�                         
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.�����7/�7#I":������"7��# ����'�ก
���������+��#�"��� extender 7	+/��.7	+�����#��#��#�"��� 
cryoprotectant �����
�� 7���
"# ����'�ก
��
���ก��	.��)�H'����!����+�����+����"ก�+���ก��7/�7#I"��ก
.��� ��ก�
�"�
"# ����'�ก
�/��.#�"�	� 
 

5.3 ก�	��"�-��� ก��! (hybrid species) 0�1I+@()*�$+,)��+#��%�-��$�����!ก�&6�#-���2�1 
ก��4	��	'ก�	�����
�" d !"�ก�.3�กก��4��#����
�����+����"����
�����	��4�+7	+7���
�����	����� 


.��/���0��/2���	��4�+7/�7#I"��2!�7ก�:#��(��	'ก�
�����	��4�+:������"�� 3�กก���.	�"�����ก���/� 
10% DMSO ����ก
� C-F HBSS ��!�
���ก��	.��)�H'����! 10 �"%��d	�d�������������������dI���ก��
�e�����7	+��������dI���ก����ก�'"��.����ก
� 73 ��2� 93% #�"��0��/2���. 7	+ 33% (71% #�"��0��/2���.) 
d !"�'"ก�������������2!� g 7���!0�ก�����0��/2���. (P<0.05) 7������":�กI��� �����������dI���ก���e������'"
ก��� 50% d !"a2������+�������0���I3���3+�0�:���+��ก���/���ก��4	���	�	'ก4�� (����
�") :.�3��" 
��2!�7ก���(��ก��4	��	'ก�
�����	��4�+��!:������"��7ก��ก&��ก���!���+�	���"�	� ��2!�"��ก3�ก�	�������
����.ก:#���	�!� 52,882 ��"���ก�
	ก�
� �������	��4�+������.ก:#���	�!� 9,688 ��"���ก�
	ก�
� 3+
��I�:.�����	�����������.ก:#���กก����	��4�+��+��) 5.5 ���� d !"3+�����a4	��	'ก�	���2��#��:.�
����"��ก
��������"ก��#�"�	�.7	+4'����
H� 3�กก���.	�"3+��I�:.����ก��4	���	�	'ก4���+����"
��0��/2��7/�7#I"�	��4�+ก
�:#��	�������������dI���ก���e����� (73%) d !"������ก	�����"ก
�������dI���ก��
�e������+����"��0��/2���.�	��4�+ก
�:#��	��4�+ (79%) d !"�����a�0�����+��ก���/�:.���ก��4	���/�"
ก�����:.� ��ก3�ก���������dI���ก���e�����#�"�	�	'ก4��
.��/���0��/2��7/�7#I"�	��4�+4��ก
�:#��	�
�����
"������ก	�����"������"��#�" ��
)�'  #���3��( 7	+�)+ (2549) :.��0�ก��% ก&�ก�����+�
����  
�	��4�+ ����F1 �������������dI���ก���e�����7	+������dI���ก����ก��'��+����" 56-73% 7	+ 55-60% 
���	0�.
� 7	+��.�	��"3�กก��% ก&�#�"�3��(  ��.�ก�� 7	+���
��  ��"���� (2547) ��!% ก&�ก��
���+�
�����	��4�+
.������������dI���ก���e�����7	+������dI���ก����ก��'��+����" 68-95% 7	+       
65-87% ���	0�.
� 7	+�ก	�����"�	�/��.�2!����"%��.���ก
� �/�� ������dI���ก���e�����7	+������dI���
ก����ก��ก�����+�
�����	���
� ������+����" 63-98% 7	+ 31-97% ���	0�.
� (��%
ก.��  ���"��"��������, 
���ก�����  �"&�%���3
����, 7	+��(�	�%  	�a�, 2548) 7	+3�กก�����"��#�" Tarnchalanukit (1985) :.�
�0�ก��4��#����
�����+����"�	�� กก
��	�.�ก���7	+�	�.�ก.��� 
.��������2!��/���0��/2���	�� ก4��ก
�
:#��	�.�ก���7	+�	�.�ก.������������dI���ก�������������ก
� 73% 7	+ 68% ���	0�.
�7	+������dI���
ก����ก 11% 7	+ 19% ���	0�.
� 7	+��2!��/�:#��	�� ก4��ก
���0��/2��ก
�:#��	�.�ก���7	+�	�.�ก.�����

������dI���ก����������'"����ก
� 97% 7	+ 91% ���	0�.
� 7	+������dI���ก����ก 23% 7	+ 11% 
���	0�.
� 7	+3�กก��% ก&� Mongkonpunya et al. (1995) :.��0�ก��% ก&�ก���กI��
ก&���0��/2���	�� ก
.�
����ก��7/�7#I"4��ก
�:#��	�.�ก ��������������dI���ก���e�������	�!� 65% d !":��7�ก���"����"���
��0��
(
��"�a���3�กก���/���0��/2���. (P>0.05) 7	+3�กก��% ก&�#�" Mengumphan, Whangchai and Amornlerdpison 
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(2010) :.��0�ก��% ก&�ก���กI��
ก&���0��/2���	�� ก
.�����ก��7/�7#I"4��ก
�:#��	����� 
.�.'
������dI���ก���e�������!�+�+��	���ก���กI��
ก&���! 14 �
� 7	+ 1 �� �������!�+�+��	���ก���กI��
ก&� 
��! 14 �
� ���������dI���ก���e����� 36.2% 7	+��!�+�+��	���ก���กI��
ก&������+�+��	� 1 �� ���
������dI���ก���e����� 30.9% d !"�!0�ก�����0��/2���.7	+7�ก���"����"���
��0��
(��"�a��� (P<0.05) 7	+3�ก
ก��% ก&�#�" Urbanyi et al. (2004) :.��0�ก��% ก&���0��/2���	� Sterlet (Acipenser ruthenus) 7/�7#I"4��ก
�
:#��	���ก	��� Sturgeon �������+�������0���I3��ก��4	��	'ก4��3�ก��0��/2��7/�7#I" 
.����
������dI���ก����ก��	�!� 17-50% 3+��I�:.������ก��4	��	'ก4��
.��/���0��/2���	��4�+7/�7#I"4��ก
�:#�
�	�����3+/������!���+�����H����ก��4	����2!��������"������������"ก��#�"�	�. 7	+�����a
�0�:���+��ก���/���ก��4	���	�	'ก4�����	��%�&�ก�3�
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5.4 �	�-��ก�	7���� 

5.4.1 3�กก���.	�"4	#�"��� extender /��.7	+�+.
������#��#��#�"��� cryoprotectant ��!
��4	���ก���กI��
ก&���0��/2���	��4�+ (Pangasius bocourti) 
.�����ก��7/�7#I" �����4	������dI���ก��
��	2!����!  ������dI���ก����/���� 7	+������dI���ก���e����� ��������	���� (interaction) �+����"��� 
extenders 7	+�+.
������#��#����� cryoprotectants ��7��	+/��.��� cryoprotectant ��!�0�ก��% ก&� 
(DMSO, DMA, MeOH 7	+ glycerol) 
.� C-F HBSS ����ก
� 10% DMSO ����������+�����ก���กI�
�
ก&���0��/2���	��4�+
.�����ก��7/�7#I" ���������dI���ก���e����� 75% d !":��7�ก���"ก
���0��/2���. (81%) 
7	+���������dI���ก����	2!����! 67% (67% #�"��0��/2���.) 7	+������dI���ก����/���� 61% (69% #�"��0��/2���.) 

5.4.2 �
���ก��	.��)�H'��7�� One-step freezing rate (10 �"%��d	�d����������) ������

����+�����ก���กI��
ก&���0��/2���	��4�+
.�����ก��7/�7#I"  
5.4.3 �����a�/���0��/2��7/�7#I"�	��4�+4��ก
�:#��	�������2!�4	���	�	'ก4�� (����
�") 


.����������dI���ก���e����� 73% ��2� 93% #�"��0��/2���. 7	+������dI���ก����ก 33% ��2� 71% #�"
��0��/2���. 

 

5.5 �@�$�(��(� 
 5.5.1 4'���3
���I�������+����"#���ก���
���2!����3�/I�������dI���ก���e������+�+:#�����/�
������.��I���ก���
� 7	+����0�# �����
���!	+��������� ��2!�"3�กa���/���	���ก�ก��:�3+��"4	���
ก���
6��#�":#�:.� 

5.5.2 3�กก��������+�����
��
��� (Correlation) 3+��I�:.����������dI���ก���e����� ������dI���
ก����	2!����!7	+������dI�ก����/���� �������
��
���ก
�:�����%��"�.���ก
� .
"�
����ก���.	�"��
�"
���:�����	2�ก% ก&�����"������dI���ก���e�����7	+������dI���ก����	2!����! ��2!�"3�กก��% ก&�
������dI���ก����/�������"�/���	������ก��% ก&� ��ก�
�"3+/�����+��
.����/�3�����ก����3
�:.���ก.��� 
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��?�(2ก ก ��	��2"$?	���82�$	41(g8 
��	��74; ก.1 ก��������+���������d�������dI���ก���e�����#�"��� extenders 7	+�+.
������#��#��#�"

��� DMSO 
Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 
(Treatment) 

7247.932 9 805.326 12.987 .000 

Within Groups 
(��������	�.��	2!��) 

4960.917 80 62.011   

Total 12208.849 89    
��������: Treatment �2� ��� Extender 3 /��. (Ginzburg fish ringer, C-F HBSS 7	+ 0.9% NaCl) ����ก
� 

DMSO ��!�����#��#�� 5, 10 7	+ 15% 

 
��	��74; ก.2 ก��������+���������d�������dI���ก����	2!����!#�"��� extenders 7	+�+.
������#��#��#�"

��� DMSO 
Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 
(Treatment) 

23790.000 9 2643.333 28.009 .000 

Within Groups 
(��������	�.��	2!��) 

7550.000 80 94.375     

Total 31340.000 89       
��������: Treatment �2� ��� Extender 3 /��. (Ginzburg fish ringer, C-F HBSS 7	+ 0.9% NaCl) ����ก
� 

DMSO ��!�����#��#�� 5, 10 7	+ 15% 
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��	��74; ก.3 ก��������+���������d�������dI���ก����/����#�"��� extenders 7	+�+.
������#��#��#�"
��� DMSO 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 
(Treatment) 

12812.338 9 1423.593 101.130 .000 

Within Groups 
(��������	�.��	2!��) 

1126.145 80 14.077     

Total 13938.482 89       
��������: Treatment �2� ��� Extender 3 /��. (Ginzburg fish ringer, C-F HBSS 7	+ 0.9% NaCl) ����ก
� 

DMSO ��!�����#��#�� 5, 10 7	+ 15% 

 
��	��74; ก.4 ก��������+���������d�������dI���ก���e�����#�"��� extenders 7	+�+.
������#��#��#�"

��� DMA 
Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 
(Treatment) 

4329.746 9 481.083 15.037 .000 

Within Groups 
(��������	�.��	2!��) 

2559.503 80 31.994   

Total 6889.249 89    
��������: Treatment �2� ��� Extender 3 /��. (Ginzburg fish ringer, C-F HBSS 7	+ 0.9% NaCl) ����ก
� 

DMA ��!�����#��#�� 5, 10 7	+ 15% 
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��	��74; ก.5 ก��������+���������d�������dI���ก����	2!����!#�"��� extenders 7	+�+.
������#��#��#�"
��� DMA 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 
(Treatment) 

24710.000 9 2745.556 50.493 .000 

Within Groups 
(��������	�.��	2!��) 

4350.000 80 54.375     

Total 29060.000 89       
��������: Treatment �2� ��� Extender 3 /��. (Ginzburg fish ringer, C-F HBSS 7	+ 0.9% NaCl) ����ก
� 

DMA ��!�����#��#�� 5, 10 7	+ 15% 

 
��	��74; ก.6 ก��������+���������d�������dI���ก����/����#�"��� extenders 7	+�+.
������#��#��#�"

��� DMA 
Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 
(Treatment) 

12026.802 9 1336.311 96.287 .000 

Within Groups 
(��������	�.��	2!��) 

1110.270 80 13.878     

Total 13137.071 89       
��������: Treatment �2� ��� Extender 3 /��. (Ginzburg fish ringer, C-F HBSS 7	+ 0.9% NaCl) ����ก
� 

DMA ��!�����#��#�� 5, 10 7	+ 15% 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 66 
 

 

 

 

 

 



��	��74; ก.7 ก��������+���������d�������dI���ก���e�����#�"��� extenders 7	+�+.
������#��#��#�"
��� MeOH 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 
(Treatment) 

3476.138 9 386.238 71.753 .000 

Within Groups 
(��������	�.��	2!��) 

430.627 80 5.383     

Total 3906.765 89       
��������: Treatment �2� ��� Extender 3 /��. (Ginzburg fish ringer, C-F HBSS 7	+ 0.9% NaCl) ����ก
� 

MeOH ��!�����#��#�� 5, 10 7	+ 15% 

 
��	��74; ก.8 ก��������+���������d�������dI���ก����	2!����!#�"��� extenders 7	+�+.
������#��#��#�"

��� MeOH 
Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 
(Treatment) 

27162.500 9 3018.056 45.989 .000 

Within Groups 
(��������	�.��	2!��) 

5250.000 80 65.625     

Total 32412.500 89       
��������: Treatment �2� ��� Extender 3 /��. (Ginzburg fish ringer, C-F HBSS 7	+ 0.9% NaCl) ����ก
� 

MeOH ��!�����#��#�� 5, 10 7	+ 15% 
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��	��74; ก.9 ก��������+���������d�������dI���ก����/����#�"��� extenders 7	+�+.
������#��#��#�"
��� MeOH 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 
(Treatment) 

10359.907 9 1151.101 100.450 .000 

Within Groups 
(��������	�.��	2!��) 

916.755 80 11.459     

Total 11276.663 89       
��������: Treatment �2� ��� Extender 3 /��. (Ginzburg fish ringer, C-F HBSS 7	+ 0.9% NaCl) ����ก
� 

MeOH ��!�����#��#�� 5, 10 7	+ 15% 
 
��	��74; ก.10 ก��������+���������d�������dI���ก���e�����#�"��� extenders 7	+�+.
������#��#��#�"

��� Glycerol 
Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 
(Treatment) 

4504.866 9 500.541 211.978 .000 

Within Groups 
(��������	�.��	2!��) 

188.903 80 2.361     

Total 4693.769 89       
��������: Treatment �2� ��� Extender 3 /��. (Ginzburg fish ringer, C-F HBSS 7	+ 0.9% NaCl) ����ก
� 

Glycerol ��!�����#��#�� 5, 10 7	+ 15% 
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��	��74; ก.11 ก��������+���������d�������dI���ก����	2!����!#�"��� extenders 7	+�+.
������#��#��
#�"��� Glycerol 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 
(Treatment) 

28860.000 9 3206.667 41.713 .000 

Within Groups 
(��������	�.��	2!��) 

6150.000 80 76.875     

Total 35010.000 89       
��������: Treatment �2� ��� Extender 3 /��. (Ginzburg fish ringer, C-F HBSS 7	+ 0.9% NaCl) ����ก
� 

Glycerol ��!�����#��#�� 5, 10 7	+ 15% 
 
��	��74; ก.12 ก��������+���������d�������dI���ก����/����#�"��� extenders 7	+�+.
������#��#��#�"

��� Glycerol 
Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 
(Treatment) 

10834.630 9 1203.848 120.111 .000 

Within Groups 
(��������	�.��	2!��) 

801.824 80 10.023     

Total 11636.453 89       
��������: Treatment �2� ��� Extender 3 /��. (Ginzburg fish ringer, C-F HBSS 7	+ 0.9% NaCl) ����ก
� 

Glycerol ��!�����#��#�� 5, 10 7	+ 15% 
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��	��74; ก.13 ก��������+���������d�������dI���ก���e�����#�"�
���ก�������	
��
��� One-step 
freezing procedure  

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 
(Treatment) 

5588.604 12 465.717 13.980 .000 

Within Groups 
(��������	�.��	2!��) 

6062.859 182 33.312     

Total 11651.463 194       
��������: Treatment �2� �
���ก��	.��)�H'��7�� One-step freezing procedure (6, 8 7	+ 10 �"%�

�d	�d����������) ����ก
� (1) 10% DMSO ����ก
� C-F HBSS, (2) 10% DMA ����ก
� C-F 
HBSS, (3) 5% MeOH ����ก
� 0.9% NaCl 7	+ (4) 10% glycerol ����ก
� Ginzburg fish ringer 

 
��	��74; ก.14 ก��������+���������d�������dI���ก����	2!����!#�"�
���ก�������	
��
��� One-step 

freezing procedure  
Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 
(Treatment) 

44836.154 12 3736.346 41.138 .000 

Within Groups 
(��������	�.��	2!��) 

16530.000 182 90.824     

Total 61366.154 194       
��������: Treatment �2� �
���ก��	.��)�H'��7�� One-step freezing procedure (6, 8 7	+ 10 �"%�

�d	�d����������) ����ก
� (1) 10% DMSO ����ก
� C-F HBSS, (2) 10% DMA ����ก
� C-F 
HBSS, (3) 5% MeOH ����ก
� 0.9% NaCl 7	+ (4) 10% glycerol ����ก
� Ginzburg fish ringer 
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��	��74; ก.15 ก��������+���������d�������dI���ก����/����#�"�
���ก�������	
��
��� One-step freezing 
procedure  

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 
(Treatment) 

9816.004 12 818.000 46.267 .000 

Within Groups 
(��������	�.��	2!��) 

3217.787 182 17.680     

Total 13033.790 194       
��������: Treatment �2� �
���ก��	.��)�H'��7�� One-step freezing procedure (6, 8 7	+ 10 �"%�

�d	�d����������) ����ก
� (1) 10% DMSO ����ก
� C-F HBSS, (2) 10% DMA ����ก
� C-F 
HBSS, (3) 5% MeOH ����ก
� 0.9% NaCl 7	+ (4) 10% glycerol ����ก
� Ginzburg fish ringer 

 
��	��74; ก.16 ก��������+���������d������������ก����
���
��������ก�������	
��
������� �  

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 
(Treatment) 

837.286 3 279.095 8.769 .000 

Within Groups 
(��������	�.��	2!��) 

1782.338 56 31.827     

Total 2619.624 59       
�������� : Treatment �2� �
���ก��	.��)�H'��7�� One-step, Two-steps ��  Three-steps freezing 

procedures ����ก
� 10% DMSO ����ก
� C-F HBSS 
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��	��74; ก.17 ก��������+���������d������������ก���!�"#��$%#��������ก�������	
��
���" g  
Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 
(Treatment) 

16901.250 3 5633.750 72.030 .000 

Within Groups 
(��������	�.��	2!��) 

4380.000 56 78.214     

Total 21281.250 59       
�������� : Treatment �2� �
���ก��	.��)�H'��7�� One-step, Two-steps ��  Three-steps freezing 

procedures ����ก
� 10% DMSO ����ก
� C-F HBSS 

 
��	��74; ก.18 ก��������+���������d������������ก���%&%'
���������ก�������	
��
������� �  

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 
(Treatment) 

1676.066 3 558.689 48.670 .000 

Within Groups 
(��������	�.��	2!��) 

642.824 56 11.479     

Total 2318.890 59       
�������� : Treatment �2� �
���ก��	.��)�H'��7�� One-step, Two-steps ��  Three-steps freezing 

procedures ����ก
� 10% DMSO ����ก
� C-F HBSS 
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��	��74; ก.19 ก��������+���������d������������ก����
���
���ก��4	���	�	'ก4�� 
.��/���0��/2��7/�7#I"
�	��4�+4��ก
�:#��	�����  

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 
(Treatment) 

5144.588 4 1286.147 68.512 .000 

Within Groups 
(��������	�.��	2!��) 

1314.090 70 18.773     

Total 6458.678 74       
��������: Treatment �2� (1) 10% DMSO ����ก
� C-F HBSS, (2) 10% DMA ����ก
� C-F HBSS, (3)  

5% MeOH ����ก
� 0.9% NaCl 7	+ (4) 10% glycerol ����ก
� Ginzburg fish ringer 

  
��	��74; ก.20 ก��������+���������d������������ก��()ก#�"ก��4	���	�	'ก4�� 
.��/���0��/2��7/�7#I"�	�

�4�+4��ก
�:#��	����� 
Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 
(Treatment) 

21187.006 4 5296.752 133.396 .000 

Within Groups 
(��������	�.��	2!��) 

2779.481 70 39.707     

Total 23966.488 74       
��������: Treatment �2� (1) 10% DMSO ����ก
� C-F HBSS, (2) 10% DMA ����ก
� C-F HBSS, (3)  

5% MeOH ����ก
� 0.9% NaCl 7	+ (4) 10% glycerol ����ก
� Ginzburg fish ringer 
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��	��74; ก.21 ก��������+���������d�������dI���ก����	2!����!#�"ก��4	���	�	'ก4�� 
.��/���0��/2��7/�7#I"
�	��4�+4��ก
�:#��	�����  

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 
(Treatment) 

28032.000 4 7008.000 60.339 .000 

Within Groups 
(��������	�.��	2!��) 

8130.000 70 116.143     

Total 36162.000 74       
��������: Treatment �2� (1) 10% DMSO ����ก
� C-F HBSS, (2) 10% DMA ����ก
� C-F HBSS, (3)  

5% MeOH ����ก
� 0.9% NaCl 7	+ (4) 10% glycerol ����ก
� Ginzburg fish ringer 

 
��	��74; ก.22 ก��������+���������d������������ก���%&%'
����ก��4	���	�	'ก4�� 
.��/���0��/2��7/�7#I"

�	��4�+4��ก
�:#��	�����  
Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 
(Treatment) 

10627.054 4 2656.764 127.349 .000 

Within Groups 
(��������	�.��	2!��) 

1460.343 70 20.862     

Total 12087.397 74       
��������: Treatment �2� (1) 10% DMSO ����ก
� C-F HBSS, (2) 10% DMA ����ก
� C-F HBSS, (3)  

5% MeOH ����ก
� 0.9% NaCl 7	+ (4) 10% glycerol ����ก
� Ginzburg fish ringer 
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2550 ��ก3�ก����+����"ก��% ก&�:.���
�ก���#������ก����+/��7	+�0�����4	"����3
� : Second 
international conference on sustainable animal agriculture for developing countries (SAADC 2009)      
���
���2!�" Successful hybridization of Pangasius species using cryopreserved sperm ) ��+��%���	�d�� 

 

 

 

 

 

 

 


