
 
บทท่ี 4 

ผลการทดลอง 
 

4.1 ผลการเล้ียงเซลลภายใน Petridish และ ชุดอุปกรณสําเร็จรูป Celline AD 1000 
 จากการตรวจการผลิตแอนติบอดีของเซลลเม่ือเล้ียงใน Petridish และชุดอุปกรณสําเร็จ 
Celline AD 1000 พบวาการเล้ียงเซลลใน Petridish ใหคา O.D. ท่ีตอบสนองตอแอนติบอดีท่ีจําเพาะ
ตอสเปรม 1.67 ในขณะท่ีชุดอุปกรณสําเร็จรูปใหคา O.D. ท่ีตอบสนองตอแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอ
สเปรม 0.53 
 
4.2 ผลการวัดความแมนยําของแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอเพศผูดวยเทคนิค Immunofluorescence 
microscopy 
 จากการตรวจวัดความจําเพาะเจาะจงของแอนติบอดีตอแอนติเจนบนผิวเซลลเม็ดเลือดขาว
ของโคดวยการใชเทคนิค Immunofluorescence microscopy พบวาแอนติบอดีมีความจําเพาะเจาะจง
ตอเพศผู 80.91±2.99 % แสดงวาสามารถตรวจสอบเพศผูไดแมนยํา 75- 89 % และแทบไมมี
ความจําเพาะเจาะจงตอเพศเมีย โดยมีความจําเพาะเพียง 2.56±0.18 % แสดงวาตรวจสอบเพศเมียได 
2-3 % ดังแสดงในตารางท่ี 4-2 โดยดูจากการเรืองแสงภายใตสภาพแสง UV ดังแสดงในภาพท่ี 4-1 
 
ตาราง 4-1 ความจําเพาะเจาะจงของแอนติบอดีตอแอนติเจนบนผิวเซลลเม็ดเลือดขาวของโคเพศผู
และเพศเมียดวยการใชเทคนิค Immunofluorescence microscopy 
 

เพศ  เปอรเซ็นตการเรืองแสง (%) ±SE ±SD Max Min 
ผู (n=4) 80.91a 2.99 5.98 88.89 74.8 
เมีย (n=4) 2.56b 0.18 0.36 3.03 2.17 

a, b column means with different superscripts are significance  (p < 0.05) 
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ภาพ 4-1 แสดงความจําเพาะของแอนติบอดีตอแอนติเจนบนผิวเซลลเม็ดเลือดขาวของโคเพศผูและ
เพศเมีย ดวยวิธี Immunofluorescence microscopy โดย (A) คือเซลลเม็ดเลือดขาวเพศผูภายใตสภาพ
แสงปกติ, (B) เซลลเม็ดเลือดขาวเพศผูภายใตสภาพแสง UV, (C) เซลลเม็ดเลือดขาวเพศเมียภายใต
สภาพแสงปกติ และ (D) เซลลเม็ดเลือดขาวเพศเมียภายใตสภาพ UV 
 
4.3 คุณภาพน้าํเชื้อโคขาวลําพูน 
 เก็บน้ําเช้ือจากพอโคจํานวน 3 ตัว ไดแกเบอร 862, 863 และ RJ 888 ซ่ึง 2 ตัวแรกทําการ
เก็บได 2 รอบ คุณภาพของสเปรมกอนการแชแข็งมีเปอรเซ็นตการรอดสูงกวา 70 % ดังนั้นจึง
สามารถนําน้ําเช้ือของพอโคท้ัง 3 ตัวมาทําน้ําเช้ือแชแข็งได เม่ือนําน้ําเช้ือท่ีแชแข็งแลวมาละลายดู
พบวาสเปรมมีเปอรเซ็นตการรอดสูงกวา 35 % ซ่ึงแสดงวาสเปรมมีคุณภาพดีสามารถนําไปศึกษาตอ
ในปฏิกิริยาความเปนพิษตอเซลลได 
  
 
 
 

A B

C D
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ตาราง 4-2 คุณภาพน้ําเช้ือโคขาวลําพูนท่ีนํามาใชในการศึกษาปฏิกิริยาความเปนพษิตอเซลล 

พันธุ เบอร ปริมาตร
น้ําเชื้อ (มล.) 

ความเขมขน
ของสเปรม 

(ลานตัว/มล.) 

คุณภาพ
สเปรมสด 

(กอนแชแขง็) 

จํานวนสเปรม
ท่ีมีชีวิต   

(กอนแชแขง็) 

จํานวนสเปรม
ท่ีมีชีวิต  

(หลังแชแข็ง) 
โคขาวลําพูน 862  7.0 945 + + + 75 % 40 % 
 863  14.2 945 + + + 75 % 35 % 
 RJ 888 6.5 790 + + + + 80 % 45 % 
โคชารโรเลย B007 10.5 910 + + +  75 % 30 % 
 B010 14.0 1,010 + + + 75 % 30 % 
 B016 7.3 1,080 + + + 75 % 40 % 
โคฟรีเชียน 178 7.3 1,215 + + + + 75 % 45 % 
 248 7.3 1,664 + + + + 75 % 40 % 
 255  5.0 1,718 + + + + 75 % 45 % 

(หมายเหตุ ++++ ดี  +++ ปานกลาง  ++ นอย  + นอยมาก ) 
 

จากการถายรูปสเปรมดวยเคร่ือง SEM ท่ีกําลังขยาย 4,300 เทาพบวาสเปรมโคขาวลําพูนมี
ความกวางของสเปรมมากท่ีสุดและความยาวของสเปรมนอยท่ีสุด สวนโคชารโรเลยมีความกวาง
ของสเปรมนอยท่ีสุดและความยาวของสเปรมมากท่ีสุด หางสเปรมโคขาวลําพูนจะมีลักษณะเปน
เกลียวเห็นชัดเจนในขณะท่ีโคอีก 2 ชนิดไมเห็นเปนเกลียวชัดเจน 
 

ตาราง 4-3 แสดงขนาดของสเปรมโคขาวลําพูนเทียบกับโคฟรีเชียนและโคชารโรเลย 
ชนิดววั max min mean S.E. 

ความกวาง (μm) 3.78 3.36 3.633a 0.01638 โคขาวลําพูน 
(n=20) ความยาว (μm) 7.14 6.09 6.657c 0.03332 

ความกวาง (μm) 3.78 2.94 3.402b 0.02471 โคฟรีเชียน 
(n=20) ความยาว (μm) 7.77 5.88 6.773c 0.04345 

ความกวาง (μm) 3.78 2.94 3.392b 0.02741 โคชารโรเลย 
(n=20) ความยาว (μm) 7.56 6.09 6.804c 0.03866 

a, b, c column means with different superscripts are significance  (p < 0.01) 
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4.4 ผลการหาความเขมขนของคอมพลีเมนตท่ีเหมาะสม 
 พบวาท่ีระดับคอมพลีเมนต 1:50 เปนระดับท่ีเหมาะสมโดยมีจํานวนสเปรมท่ีรอดชีวิต
ใกลเคียงกับกลุมควบคุม คือมีเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของสเปรมเทากับ 99.42 % 
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ภาพ 4-2 ผลการหาความเขมขนของคอมพลีเมนตท่ีเหมาะสมสําหรับปฏิกิริยาความเปนพิษตอเซลล 
 
4.5 ผลการหาความเขมขนของแอนติบอดีท่ีเหมาะสมสําหรับการยอมสี FITC goat anti-mouse 
IgG 

ระดับท่ีเหมาะสมของแอนติบอดีท่ีสามารถเห็นสเปรมมีการเรืองแสงไดอยางชัดเจนและไม
มีการลดลงของการติดสีคือ 1:500 
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ภาพ 4-3 ผลการหาความเขมขนของแอนติบอดีท่ีเหมาะสมสําหรับปฏิกิริยาความเปนพิษตอเซลล 

 
4.6 ผลปฏิกิริยาความเปนพิษตอเซลล 
 4.6.1 เปอรเซ็นตการรอดของสเปรม 
 ผลการทําปฏิกิริยาความเปนพิษตอเซลลพบวาการใชแอนติบอดีท่ีระดับ 1:100 และ 
1:1,000 รวมกับคอมพลีเมนตท่ีระดับ 1:50 เปนชวงท่ีมีความเหมาะสมในการทําปฏิกิริยา โดยมี
เปอรเซ็นตการรอดชีวิตของสเปรมเทากับ 35.06 และ 39.95 % 
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ภาพ 4-4 เปอรเซ็นตการรอดชีวิตของสเปรมเม่ือผานปฏิกิริยาความเปนพิษตอเซลล 

 
 เม่ือทําปฏิกิริยาความเปนพิษตอเซลลในชวงแอนติบอดีท่ีระดับ 1:100 ถึง 1:2,700 พบวาใน
โคเบอร 862 และ 863 มีเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของสเปรมท่ีเหมาะสมท่ีระดับแอนติบอดี 1:300 
โดยมีเปอรเซ็นตการรอดชีวิต 25.11 และ 21.87 % ตามลําดับ สวนโคเบอร RJ 888 มีเปอรเซ็นตการ
รอดชีวิตของสเปรมท่ีเหมาะสมท่ีระดับแอนติบอดี 1:900 โดยมีเปอรเซ็นตการรอดชีวิต 34.38 % 
 
 
 
 
 
 

Y=54.2655-12.89573X+2.09602X2, p > 0.05 
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ภาพ 4-5 เปอรเซ็นตการรอดชีวิตของสเปรมเม่ือผานปฏิกิริยาความเปนพิษตอเซลลของโคเบอร 862 
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ภาพ 4-6 เปอรเซ็นตการรอดชีวิตของสเปรมเม่ือผานปฏิกิริยาความเปนพิษตอเซลลของโคเบอร 863 
 

Y=69.95852-22.74572X+2.94136X2, p < 0.05 

Y=74.55571-30.35898X+4.83255X2, p > 0.05 
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ภาพ 4-7 เปอรเซ็นตการรอดชีวิตของสเปรมเม่ือผานปฏิกิริยาความเปนพิษตอเซลลของโคเบอร 

RJ888 
 
 
4.6.2 ผลการลดลงของสเปรมท่ีมีโครโมโซมวายเนื่องจากปฏิกิริยาความเปนพิษตอเซลล 
 เม่ือทําปฏิกิริยาความเปนพิษตอเซลลในชวงแอนติบอดีท่ีระดับ 1:100 ถึง 1:2,700 พบวาใน
โคเบอร 862, 863 และ RJ 888 มีเปอรเซ็นตการลดลงของสเปรมท่ีมีโครโมโซมวายมากท่ีสุดท่ีะดับ
แอนติบอดี 1:900 โดยมีสเปรมลดลงจาก 50 % เปน 24.99, 11.84 และ 34.11 % ตามลําดับ โดยโค
เบอร 862 และ 863 มีเปอรเซ็นตการลดลงของสเปรมท่ีมีโครโมโซมวายแตกตางจากกลุมควบคุม
อยางมีนัยสําคัญ ( p < 0.05) 
 

Y=61.35572-12.00268X+1.43909X2, p > 0.05 
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ภาพ 4-8 การเปล่ียนแปลงสัดสวนสเปรมท่ีมีโครโมโซมวายของโคเบอร 862 เม่ือผานปฏิกิริยาความ

เปนพิษตอเซลล 
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ภาพ 4-9 การเปล่ียนแปลงสัดสวนสเปรมท่ีมีโครโมโซมวายของโคเบอร 863 เม่ือผานปฏิกิริยาความ

เปนพิษตอเซลล 

Y=71.99351-23.54095X+3.07583X2, p < 0.05 

Y=82.07144-38.54474X+5.28348X2, p < 0.05 
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ภาพ 4-10 การเปล่ียนแปลงสัดสวนสเปรมท่ีมีโครโมโซมวายของโคเบอร RJ888 เม่ือผานปฏิกิริยา

ความเปนพิษตอเซลล 
 
ตาราง 4-4 เปอรเซ็นตการรอดชีวิตและเปอรเซ็นตสเปรมท่ีมีโครโมโซมวายของสเปรมโคขาว

ลําพูน 
โคเบอร เปอรเซ็นตการ

รอดชีวิตของ
สเปรม (%) 

เปอรเซ็นตของ
สเปรมท่ีมี

โครโมโซมวาย (%) 

เปอรเซ็นตการ
รอดชีวิตของ
สเปรมนอยกวา
กลุมควบคุม (%) 

เปอรเซ็นตของ
สเปรมท่ีมีโครโมโซม
วายนอยกวากลุม
ควบคุม (%) 

862 (n=5) 25.11±2.72  24.99±0.56 24.89 25.01 
863 (n=5) 21.87±3.45 11.84±0.47 28.13 38.16 

RJ888 (n=5) 34.38±1.23 34.11±2.12 15.62 15.89 
 

4.7 ผลการทํา Real-time PCR  
เม่ือทํา Real-time PCR ปริมาณยีน BOVM97 (จําเพาะตอโครโมโซมวาย) ในโคเบอร 863 และ 

RJ888 เม่ือใชระดับแอนติบอดี 1:900 มีปริมาณยีนนอยท่ีสุด (จํานวนรอบในการทําปฏิกิริยามาก
ท่ีสุด) เม่ือเทียบกับกลุมควบคุม โดยมีปริมาณยีน BOVM97 นอยกวากลุมควบคุม 5 และ 5 เทา
ตามลําดับ ในขณะท่ีเบอร 862 เม่ือใชแอนติบอดี 1:300 จะมีปริมาณยีนนอยท่ีสุด โดยมีปริมาณยีน 

Y=62.26227-14.57947X+1.92531X2, p < 0.05 
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BOVM97 นอยกวากลุมควบคุม 6 เทา ปริมาณยีน PLP (จําเพาะตอโครโมโซมเอ็กซ)โคเบอร 863 
และ RJ888 เม่ือใชระดับแอนติบอดี 1:900 มีปริมาณยีนมากท่ีสุด (จํานวนรอบในการทําปฏิกิริยา
นอยท่ีสุด) โดยมีปริมาณยีน PLP มากกวากลุมควบคุม 4 และ 5 เทาตามลําดับ ในขณะท่ีเบอร 862 
เม่ือใชแอนติบอดี 1:300 จะมีปริมาณยีนมากท่ีสุด โดยมีปริมาณยีน PLP มากกวากลุมควบคุม 6 เทา
และ Beta –actin ซ่ึงเปนยีนท่ีมีการแสดงออกในท้ังโครโมโซมเอ็กซและวายมีปริมาณท่ีใกลเคียงกัน
ทุกกลุมทดลองในโคท้ัง 3 เบอรแสดงวาปริมาณดีเอ็นเอที่เขาทําปฏิกิริยาใกลเคียงกัน และปฏิกิริยาท่ี
เปนพิษตอสเปรมสามารถลดสัดสวนของสเปรมท่ีมีโครโมโซมวายไดจริง 
 
กราฟมาตรฐานของ Plasma DNA BOVM97 PLP และ Beta-actin ในโค 
ยีน BOVM97 
   Y = A + B1 * X 
   Y = ปริมาณดีเอ็นเอ, X = คา CT cycle, R2 = 0.99202 
   Parameter  Value   Error 
   A   10.78708  0.18885 
   B1   -0.21325  0.00676 
ยีน PLP 
   Y = A + B1 * X 
   Y = ปริมาณดีเอ็นเอ, X = คา CT cycle, R2 = 0.99202 
   Parameter  Value   Error 
   A   2.04   0.211 
   B1   -0.0008396  0.00013 
ยีน Beta-actin 
   Y = A + B1 * X 
   Y = ปริมาณดีเอ็นเอ, X = คา CT cycle, R2 = 0.99202 
   Parameter  Value   Error 
   A   11.25981  0.24248 
   B1   -0.23653  0.00894 
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ภาพ 4-11 แสดงกราฟมาตรฐานยีน BOVM97 จาก Plasmid DNA 
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ภาพ 4-12 แสดงกราฟมาตรฐานยีน Beta-actin จาก Plasmid DNA 

 
 
 
 
 



  
 
 

51 

10 13 15 18 20 23 25 28 30 33 35 38 40
100

1000

10000

100000

1000000

1E7

1E8

C
op

py
 n

um
be

r

CT cycle

 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 

ภาพ 4-13 แสดงกราฟมาตรฐานยีน PLP จาก Plasmid DNA 
 

ตาราง 4-5 แสดงคา CT จากการทํา Real-time PCR ของยีน BOVM97, PLP และ Beta-actin ของโค
เบอร 862 

 
Cytotoxic 
dilution 

ยีน BOVM97 
(จํานวนรอบ, 

CT) 

ยีน PLP 
(จํานวนรอบ, 

CT) 

ยีน Beta-actin 
(จํานวนรอบ, 

CT) 

(ยีน BOVM97) –
(ยีน Beta-actin) 

(จํานวนรอบ, CT) 

(ยีน PLP) –       
(ยีน Beta-actin) 

(จํานวนรอบ, CT) 
0 31.33 23.39 25.88 5.45 -2.49 

1:100 32.32 22.29 26.47 5.85 -4.18 
1:300 35.01 21.13 26.61 8.40 -5.48 
1:900 33.08 22.22 25.95 7.13 -3.73 
1:2700 32.90 22.52 26.20 6.70 -3.68 
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ตาราง 4-6 แสดงคา CT จากการทํา Real-time PCR ของยีน BOVM97, PLP และ Beta-actin ของโค
เบอร 863 

Cytotoxic 
dilution 

ยีน BOVM97 
(จํานวนรอบ, 

CT) 

ยีน PLP 
(จํานวนรอบ, 

CT) 

ยีน Beta-actin 
(จํานวนรอบ, 

CT) 

(ยีน BOVM97) –(ยีน 
Beta-actin) 

(จํานวนรอบ, CT) 

(ยีน PLP) –          
(ยีน Beta-actin) 

(จํานวนรอบ, CT) 

0 28.57 26.14 25.52 3.05 0.62 
1:100 28.98 25.46 25.38 3.60 0.08 
1:300 30.35 25.01 25.30 5.05 -0.29 
1:900 31.58 24.20 25.68 5.90 -1.48 
1:2700 30.94 25.28 25.34 5.60 -0.06 

 
ตาราง 4-7 แสดงคา CT จากการทํา Real-time PCR ของยีน BOVM97, PLP และ Beta-actin ของโค

เบอร RJ888 
Cytotoxic 
dilution 

ยีน BOVM97 
(จํานวนรอบ, 

CT) 

ยีน PLP 
(จํานวนรอบ, 

CT) 

ยีน Beta-actin 
(จํานวนรอบ, 

CT) 

  (ยีน BOVM97) –
(ยีน Beta-actin) 

   (จํานวนรอบ, CT) 

(ยีน PLP) –          
(ยีน Beta-actin) 

   (จํานวนรอบ, CT)) 
0 27.03 26.01 25.50 1.53 0.51 

1:100 28.49 25.42 26.19 2.30 -0.77 
1:300 30.28 25.36 26.29 3.99 -0.93 
1:900 31.30 24.55 26.91 4.39 -2.36 
1:2700 29.33 26.04 26.20 3.13 -0.16 

 

4.8 ผลการถายรูปสเปรมดวยเคร่ือง Scanning Electron Microscope (SEM) 
 เม่ือดูการเกิดวิการบนผิวสเปรมพบวาสเปรมในกลุมควบคุมโคเบอร 863 และ RJ888 มี
ตําแหนงท่ีเกิดวิการเล็กนอยและมีความถ่ีในการเกิดวิการเล็กนอย แตโคเบอร 862 ไมพบวิการ ใน
กลุมทดลองโคเบอร 862 มีการเกิดวิการท่ีตําแหนง 1, 3, 5, 6, 9 และ 10 แตกตางกับกลุมควบคุม
อยางมีนัยสําคัญ โคเบอร 863 มีการเกิดวิการที่ตําแหนง 5 แตกตางกับกลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญ 
และโคเบอร RJ888 มีการเกิดวิการท่ีตําแหนง 1, 2, 3, 6, 9 และ 10 แตกตางกับกลุมควบคุมอยางมี
นัยสําคัญ ในขณะท่ีโคท้ัง 3 ตัวมีความถ่ีในการเกิดวิการมากท่ีสุดท่ีตําแหนง 9 คือสวนหัวสเปรม
ดานบนขวา 
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ภาพ 4-14 แสดงสเปรมในกลุมควบคุม (A) และกลุมท่ีทําปฏิกิริยาท่ีเปนพิษตอสเปรม (B) ภายใต

กลอง SEM ท่ีกําลังขยาย 4,300 เทา 
 

A

B
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ภาพ 4-15 แสดงการเกิดวิการบนผนังสเปรมของโคเม่ือผานปฏิกิริยาความเปนพิษตอเซลล โดย (A) 

คือ สเปรมกลุมควบคุมของโคเบอร 862, 863 และ RJ888, (B) คือสเปรมของโคเบอร 
862, (C) คือสเปรมของโคเบอร 863 และ (D) คือสเปรมของโคเบอร RJ888 ชองสีเหลือง
คือมีการเกิดวิการอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) 
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 ตาราง 4-8 แสดงความถี่และเปอรเซ็นตของวิการ ณ ตําแหนงตาง ๆ บนผนังสเปรมโคขาวลําพูนเมื่อผานปฏิกิริยาความเปนพษิตอเซลล 

a, b column means with different superscripts are significance  (p < 0.05) 
 

เบอรวัว  จุดที่ 1  จุดที่ 2 
 

จุดที่ 3 
 

จุดที่ 4 
 

จุดที่ 5 
 

จุดที่ 6 
 

จุดที่ 7 
 

จุดที่ 8 
 

จุดที่ 9 
 

จุดที่ 10 
 

จุดที่ 11 
 

จุดที่ 12 
 

รวม 

862 Control ความถี่ 
เปอรเซ็นต 

0/60a  
(0) 

0/60 a   
(0) 

0/60a   
(0) 

0/60 a  
 (0) 

0/60a  
 (0) 

0/60 a   
(0) 

0/60 a   
(0) 

0/60a   
(0) 

0/60 a   
(0) 

0/60 a  
 (0) 

0/60 a   
(0) 

0/60 a  
 (0) 

0/60 a  
 (0) 

 Sexed ความถี่ 
เปอรเซ็นต 

5/72 b 
(6.94) 

1/72 a 
(1.39) 

2/72 b 
(2.78) 

0/72 a  

(0) 
5/72 b 

(6.94) 
2/72 b 
(2.78) 

0/72 a  
(0) 

0/72 a 

 (0) 
6/72 b 
(8.33) 

2/72 b 
(2.78) 

0/72 a  
(0) 

0/72 a  
(0) 

23/72 b 

(31.94) 
863 Control ความถี่ 

เปอรเซ็นต 
1/36a 
(2.78) 

0/36 a  
(0) 

0/36 a  
(0) 

0/36 a  
(0) 

0/36 a  
(0) 

0/36 a 
(0) 

0/36 a 
(0) 

0/36 a 
(0) 

1/36 a 

(2.78) 
0/36 a 

(0) 
0/36 a 

(0) 
0/36 a 

(0) 
2/36 a 
(5.56) 

 Sexed ความถี่ 
เปอรเซ็นต 

4/72a 
(5.56) 

1/72 a 

(1.39) 
0/72 a 

(0) 
1/72 a 
(1.39) 

4/72 b 

(5.56) 
1/72 a 
(1.39) 

1/72 a 
(1.39) 

1/72 a 
(1.39) 

5/72 a 
(6.94) 

1/72 a 
(1.39) 

0/72 a 
(0) 

0/72 a 
(0) 

19/72 b 
(26.39) 

RJ888 Control ความถี่ 
เปอรเซ็นต 

1/96 a 

(1.04) 
0/96 a 

(0) 
0/96 a 

(0) 
0/96 a 

(0) 
3/96 a 
(3.13) 

0/96 a 
(0) 

0/96 a 
(0) 

0/96 a 
(0) 

2/96 a 
(2.08) 

0/96 a 

(0) 
1/96 a 
(1.04) 

0/96 a 
(0) 

7/96 a 
(7.29) 

 Sexed ความถี่ 
เปอรเซ็นต 

7/96 b 

(7.29) 
5/96 b 
(5.21) 

3/96 b 

(3.13) 
0/96 a 

(0) 
7/96 a 
(7.29) 

4/96 b 
(4.17) 

2/96 a 
(2.08) 

0/96 a 
(0) 

8/96 b 
(8.33) 

4/96 b 
(4.17) 

1/96 a 
(1.04) 

0/96 a 
(0) 

41/96 b 
(42.71) 
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