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ในน ้าอ ุ่น  อุณหภูมิ 37°c และป ่น แยกใน ส ารละลาย เปอร์คอล (30% และ 45% เปอร"คอลในน้ายา เพ าะ  
เล ี้ย ง  BWW อ ส ุจ ิท ี่ใด ้น าม าล ะ ล าย ใน น ้าย า  เพ าะ  เล ี้ย ง  BWW 5 ม ล . ( 0 . 5  inM H y p o t a u r i n e , 10

mM C a f e i n e ,  0 .6 %  B SA , pH 7 . 4 )  และ i f ' น แยกอ ีกคร ั๊ง ท ี ่ 5 0 0  g  เข ็น เว ล า  1 0  นาที นาอส ุจ ิมาปรับ 
ค ว าม เข ้ม ข ้น ด ้ว ย  BWW และคาพาร็? เต ท ใน ห ล อ ด แก ้วด ้วย เฮ ป าร ึน ค วาม เข ้ม ข ้น  1 0 ,  2 5 ,  50 และ 1 0 0  
J ig /m l  ใ น เว ล า  1 5 ,  3 0 ,  4 5  และ 60  นาที 5% 0 0 ^  ท่ีอุรแพภูมิ 38°c ดรวจสอบ อส ุจ ิท่ีผ ่าน การ
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6 ,9 4 9  ใบ ผสมอสุจิก ับไข่ เข ็น  เว ล า  2 ซ ่'ว โม ง ใน 5% c o ^  ท ี่อ ุรนพภูม ิ 3 8 ° c  และ เล ี้ย งไ ข ่ใน น ้าย า  
H a m 's  F - 1 0  (10% FC S) เข ็น เว ล า  8 ส ัวโมง ใน การตรวจลอบ อ ัตราการป ฏ ิส น ธ ิ ซ ึ๋งด ูจาก
โป รน ิว เด ส ียส  พบว ่า ค ว าม เข ้ม ข ้น แ ล ะ เว ล าท ี่เห ม าะ ส ม ใน ก ารค าพ าร ิ?  เดทอสุจ ิ เม ื่อ เฮ ป าร ึน ค ว าม เข ้ม ข ้น
1 0  อ ึง  2 5  j u ç /m l  ใ น เว ล า  1 5 - 4 5  นาที ( 6 9 .2 - 7 3 .3 % )

จาก ก ารท ด ล อ บ ใข ้ร ูป แบ บ ก ารห ยด น ้ายา เพ าะ  เล ี้ย งแ บ บ ต ่าง   ๆ จานวน 6 แบบ พบว่า หยดน้า 
ยาม ีอ ิทธ ิพลต ่ออ ัตราการปฏ ิสน ธ ิ ห ยดน ้ายาท ี่ม ีป ร ิมาตร 25  j a l  ต่อโข' 5 ใบ จานวน 6 ห ยด ต ่อ จ าน เพ าะ  
เล ี้ย ง  จ ัด ว างต าม แ น ว ร ัศ ม ี ม ีส ักยภาพ ใน การ เก ิดการปฏิสนธิด ีท ี่ส ุด
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เล ี้ย งไ ข ่ค รบ  8 ส ัวโม ง ที่อุณหภูมิ 38°c ใน 5% 0 0 ^  ใส ่ p o d o p h y l l o t o x i n  และ v i n b l a s t i n e  
อ ย ่าง ล ะ  0 . 0 6 j a g / m l  แ ล ะ เล ี้ย งต ่อ อ ิก  12  ข่,วโม ง เม ื่อค รบ แล ้วน าไข ่ม าใส ่ h y p o t o n i c  s o l u t i o n  
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s IMPARS KHUNSOOK ะ SPERM CAPACITATION AND St u d y  o f  s p e r m  c h ro m o so m e
OF SWAMP BUFFALO (BUBALUS BUBALIS L IN N .)  T H E SIS  ADVISER ะ PROF.

.MANEEWAN KAMONPATANA AND ASSO. PROF. CHAN APASATAYA, M .s .  1 2 6  p p .

A - t te m p ts  h a v e  b e e n  m a d e  t o  a s s e s s  o p tim u m  c o n d i t i o n  f o r  
f e r t i l i z a t i o n  r a t e  o f  s p e r m  f r o m  swam p b u f f a l o  f r o z e n  s e m e n  t o  p e n e t r a t e  
h a m s t e r  f r e e  z o n a  p e l l u c i d a .  O p tim u m  h e p a r i n  c o n c e n t r a t i o n  w a s  v a r r i e d  i n  
s e r i a l  d i l u t i o n  o f  100, 50, 25, 12 .5  a n d  10 p q / m L  a c c o r d i n g l y  t o  t h e  
v a r i a t i o n  o f  i n c u b a t i o n  t i m e  i n  e a c h  c o n c e n t r a t i o n  f o r  0 , 15, 30, 45 a n d  60 
m i n s .  T h e  f i n d i n g s  s u g g e s t e d  t h a t  h e p a r i n  c o n c e n t r a t i o n  o f  10, 12.5 a n d  25 
_ p g /m l f o r  15-45 m i n s  i n c u b a t i o n  t i m e  in w h ic h  t h e  h i g h e s t  s p e r m  p e n e t r a t i o n  
r a t e  w e r e  a c h i e v e d  (69 .2-73 .3% ). T h e  p r o c e d u r e  o f  s u c h  a s s e s s m e n t  w a s  
i l l u s t r a t e d  t o  p r e p a r e  t h e  s p e r m  b e f o r e  i n s e m i n a t i o n ,  f r o z e n  se m e n  w a s  th a w e d  
a n d  d i p p e d  i n t o  37 c  i n c u b a t e d  w a t e r ,  t h e n  w a s h e d  o n c e  w i t h  a  p e r c o l l  g r a d i e n t  
s o l u t i o n  (30% a n d  45% p e r c o l l  i n  BWW m e d iu m ) . S e d i m e n te d  s p e r m a to z o a  w e r e  
r e s u s p e n d e d  i n  5 m l BWW (0 .5  mM H y p o t a u r i n e ,  10 mM C a f e i n e ,  0.6%. BSA, pH 
7 .4 ) a n d  c e n t r i f u g e d  a t  500 g  10 m in .  T h e  s p e r m  p e l l e t  w a s  d i l u t e d  w i t h  BWW 
a n d  c a p a c i t a t e d  i n  v i t r o  w i t h  h e p a r i n  d o s a g e  10, 25, 50 a n d  100 ^ u g /m l f o r  15, 
30, 45 a n d  60 m in  i n  5% CO 2  i n  a i r  a t  38°c. S p e rm  c a p a c i t a t i o n  a n d  a c r o s o m e  
r e a c t i o n  w e r e  t e s t e d  b y  u s i n g  z o n a - f r e e  h a m s t e r  e g g s  f e r t i l i z e d  w i t h  t r e a t e d  
s p e r m  i n  BWW f o r  2 h r  i n  5% CO 2  i n  a i r  a t  38 °c a n d  s u b s e q u e n t  c u l t u r e d  i n  
H a m 's  F - 1 0  (10% FC S) f o r  8 h r .  T h e  t o t a l  6,949 h a m s t e r  e g g s  w e r e  e x a m in e d  t h  
t h e  p r o n u c l e i  f o r m a t i o n  f o r  c h e c k i n g  f e r t i l i z a t i o n  r a t e .  I t  w a s  a l s o  f o u n d  
t h a t  t h e  p a t t e r n  o f  d r o p p i n g  c u l t u r e  m e d ia  d u e  t o  t h e  s p a c e  a n d  v o lu m e  p e r  
o o c y t e  w a s  i n f l u e n c e d  t h e  s u c c e s s  p e n e t r a t i o n  r a t e .  I t  m ay  b e  a  p a t t e r n  o f  
5 o o c y t e s  p e r  25 ^ a l  o f  m e d ia  i n  s i x  d r o p s  o f  r a d i u s  a n g l e  t o  a l l o w  e q u a l l y  
e q u i l i b r a t e d  s p a c e  t o  5% CO 2  a t m o s p h e r e  w as t h e  o p tim u m  c o n d i t i o n .

A f t e r  8 h r  o f  i n c u b a t i o n  a t  38°c i n  5% CO i n  a i r  0 . 0 6  ju g /m l  
p o d o p h y l l o t o x i n  a n d  v i n b l a s t i n e  w e r e  a d d e d  a n d  c o n t i n u e  c u l t u r e d  f o r  12 h r .  
W hen f i n i s h e d  i n c u b a t i o n  t h e  e g g s  w e r e  p u t  i n t o  h y p o t o n i c  s o l u t i o n  (1% 
f r i s o d i u m  c i t r a t e )  f o r  3 - 6  m in  a t  ro o m  t e m p e r a t u r e .  T h e  e g g s  w e r e  f i x e d  i n  a  
c o l d  f i x a t i v e  ( e t h a n o l  ะ g l a c i a l  a c e t i c  a c i d ;  3 : 1 )  o n  a  s l i d e  a n d  s t a i n e d  
w i t h  20% G ie m s a  s o l u t i o n  f o r  1 0  m in .  A t o t a l  o f  3 ,7 2 2  h a m s t e r  e g g s  w e re  
e x a m in e d  t h e  c h r o m o s o m e , o n l y  2 e g g s  (0 .0 5 % ) c a n  b e  s e e n  t h e  swamp b u f f a l o  
s p e r m  c h ro m o s o m e  b u t  c o u l d  n o t  i n d e n t i f y  b e c a u s e  t h e  c h ro m o s o m e  d i d  n o t  
s p r e a d .

T h i s  p r e l i m i n a r y  r e p o r t  o f  swamp b u f f a l o  s p e r m  c a p a c i t a t i o n  
s u g g e s t i n g  f u r t h e r  r e s e a r c h  i n  f i n d i n g  t h e  p r o c e d u r e  o f  s p e r m  c a p a c i t a t i o n  f o r  
i n  v i t r o  f e r l i z a t i o n .  T h e  m e th o d  u s e d  t o  p r e p a r e  c h ro m o so m e  o f  b u f f a l o  s p e rm  
i n  z o n a - f r e e  h a m s t e r  e g g  i n  t h i s  s t u d y  w a s  p o o r l y  s u c c e s s .  I t  m i g h t  d u e  t o  
t h e  m e c h a n i c a l  a p p r o a c h  t o  d e v e l o p  t h e  t e s t i n g  m a t e r i a l s  w a s  n e t  f i n e  e n o u g h  
a n d  i r r e g u l a r a b l e  p r o c e d u r e .  R e s e a r c h  f u r t h e r  m ay  b e  n e e d e d  i n  t h i s  a r e a  o f  
b u f f a l o  b i o l o g y .
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