
บทท่ี 3

อุปกรณและวิธีการ

1. วัสดุและอุปกรณ
1.1 วัสดุ

1.1.1 พืชทดลอง
ตนฝรั่งลูกผสมจํานวน 13 พันธุ ที่ไดจากการปรับปรุงพันธุโดยวิธีการผสมขาม

พันธุ ACA ลูกผสมระหวางพันธุอัฟริกา   x   พันธุแคลิฟอรเนีย
พันธุ AKS ลูกผสมระหวางพันธุอัฟริกา   x   พันธุกลมสาลี่
พันธุ AWT ลูกผสมระหวางพันธุอัฟริกา   x   พันธุขาวไตหวัน
พันธุ BAF ลูกผสมระหวางพันธุโบมองท   x   พันธุอัฟริกา
พันธุ BBK ลูกผสมระหวางพันธุโบมองท   x   พันธุแดงบางกอก
พันธุ BCA ลูกผสมระหวางพันธุโบมองท   x   พันธุแคลิฟอรเนีย
พันธุ BKS ลูกผสมระหวางพันธุโบมองท   x   พันธุกลมสาลี่
พันธุ BWT ลูกผสมระหวางพันธุโบมองท   x   พันธุขาวไตหวัน
พันธุ CAF ลูกผสมระหวางพันธุแคลิฟอรเนีย   x   พันธุอัฟริกา
พันธุ CBK ลูกผสมระหวางพันธุแคลิฟอรเนีย   x   พันธุแดงบางกอก
พันธุ CBM ลูกผสมระหวางพันธุแคลิฟอรเนีย   x   พันธุโบมองท
พันธุ CKS ลูกผสมระหวางพันธุแคลิฟอรเนีย   x   พันธุกลมสาลี่
พันธุ CWT ลูกผสมระหวางพันธุแคลิฟอรเนีย   x   พันธุขาวไตหวัน

ซ่ึงปลูกทดสอบตนพันธุที่ไดจากการเพาะเมล็ด 3 แหง ดังนี้
- สถานีวิจัยโครงการหลวงอินทนนท หนวยวิจัยขุนหวยแหง อําเภอ

จอมทอง จังหวัดเชียงใหม ซ่ึงมีระดับความสูงของพื้นที่ 1,200 เมตร 
จํานวน 309  ตน

- สถานีเกษตรหลวงปางดะ อําเภอสะเมิง จังหวัดเชียงใหม  ซ่ึงมีระดับความ
สูงของพื้นที่ 700 เมตร  จํานวน 439 ตน

- มหาวิทยาลัยเชียงใหม อําเภอเมือง จังหวัดเชียงใหม ซ่ึงมีระดับความสูง
ของพื้นที่ 300 เมตร  จํานวน 54 ตน
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1.1.2 สารเคมี
1.1.2.1 สารเคมีที่ใชหาปริมาตรกรด  ไดแก  sodium hydroxide, phenophthalene
1.1.2.2 สารเคมีที่ใชหาปริมาณวิตามินซี   ไดแก   2 ,6 - dichlorophenol,  meta -

phosphoric acid, ascorbic acid
1.1.2.3 สารเคมีที่ใชหาปริมาณเพคติน ไดแก ethanol, ammonium oxalate,

sodium hydroxide,  sulfuric acid,  carbazole,  D- galacturonic acid
1.1.2.4 สารเคมีที่ใชสําหรับวิเคราะหอิเล็กโทรโฟรีซิส

1.1.2.4.1 สารเคมีที่ใชเปนสวนประกอบของสารสกัด (extraction buffer)    
ไดแก 0.2 M sodium phosphate buffer pH 7.5, PVP-40,
polyvinyl - polypyrolidone (PVPP), tween 20, mercaptoehanol,
liquid nitrogen

1.1.2.4.2 สารเคมีที่ใชเปนสวนประกอบของเจล ไดแก acrylamide stock 
solution, 0.1 M Tris-HCl pH 8.8, ammonium persulphate,
TEMED

1.1.2.4.3 สารเคมีที่ใชเปนสวนประกอบของ running buffer ไดแก Tris 
(HCl) aminomethane, glycine

1.1.2.4.4 สารเคมีที่ใชยอมเอนไซม acid phosphatase (ACP) ไดแก 0.5 M
sodium acetate buffer pH 5.0, fast garnet GBC, disodium              
α  -  napthyl  phosphate

1.1.2.4.5 สารเคมีที่ใชยอมเอนไซม esterase (EST) ไดแก 0.2 M phosphate 
buffer pH 6.0, fast blue B salt, α - napthyl acetate, absolute ethanol

1.1.2.4.6 สารเคมีที่ใชยอมเอนไซม peroxidase (POX) ไดแก 0.1 M Tris 
buffer pH 4.0, 3-amino-9-ethylcarbazole, β- napthol, acetone, 
hydrogen peroxide

1.1.2.4.7 สารเคมีที่ใชยอมเอนไซม superoxide dismutase (SOD) ไดแก 0.05 
M Tris-HCl pH 8.0, riboflavin, EDTA, nitro blue tetrazolium
(NBT)
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1.2 อุปกรณ
1.2.1 อุปกรณสําหรับการศึกษาสัณฐานวิทยา

- เครื่องชั่งอยางละเอียดแบบทศนิยมสองตําแหนง
-  เครื่องวัดความแนนเนื้อผลไม (fruit firmness tester)
- เวอรเนียคาลิเปอร
- กระดาษเทียบสี (color chart : Chiba University, Japan)
- เครื่องมือวัดพื้นที่ใบ รุน MODEL 3100 AREA METER (LI-COR)

1.2.2 อุปกรณสําหรับการศึกษาคุณภาพทางเคมีภายในผล
- เครื่องวัดปริมาณของแข็งที่ละลายน้ํา (hand refractometer)
- เครื่องปนผลไม (blender)
- เครื่องเหวี่ยงผสม (vortex mixer)
- กระดาษกรอง Whatman เบอร 4
- เครื่อง water bath
- เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (spectrophotometer)
- เครื่องวัดอุณหภูมิ
- กระดาษอะลูมินัมฟอยด

1.2.3 อุปกรณสําหรับการศึกษารูปแบบไอโซไซมดวยเทคนิคอิเล็กโทรโฟรีซิส
- เครื่องชั่งอยางละเอียดแบบทศนิยมส่ีตําแหนง
- เครื่องวัดความเปนกรดเปนดาง (pH meter)
- เครื่องหมุนเหวี่ยงตัวอยางชนิดควบคุมอุณหภูมิได
- ตูเย็น และตูเย็นแบบควบคุมอุณหภูมิต่ําที่ –20 องศาเซลเซียส
- ชุดอิเล็กโทรโฟรีซิส Mini-protein ®II (Bio-Rad)
- เครื่องจายกระแสไฟฟา รุน POWER PAC 300 (Bio-Rad)
- โกรงบด
- ไมโครปเปตชนิดที่สามารถปรับปริมาตรได
- Eppendrof  tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร
- หลอดใสสารปรับปริมาตรขนาด 100 ไมโครลิตร
- หลอดหยด micropipette และ yellow tips
-  ถุงพลาสติกสําหรับเก็บตัวอยางและยางรัด
- กระติกน้ําแข็ง
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1.2.4 เครื่องแกวตางๆ ไดแก หลอดทดลอง  บีกเกอร   ขวดแกวรูปชมพู  ขวดวัดปริมาตร  
ปเปต  กระบอกตวง  และกรวยกรอง เปนตน

1.2.5 อุปกรณอ่ืนๆ เชน คอมพิวเตอร  กลองถายรูป  ถุงมือ  ปากกาเขียนแกว และ
กรรไกร เปนตน

2. วธีิการทดลอง
การทดลองที่1 การศึกษาลักษณะการออกดอกติดผลของฝรั่งลูกผสม

ใชตนฝรั่งที่ไดจากการเพาะเมล็ดอายุประมาณ 1 - 2 ป ที่ปลูกอยูในแปลงทดสอบพันธุ      
3 แหลง ในระดับความสูงของพื้นที่จากระดับน้ําทะเล  300  700  และ 1,200 เมตร  จํานวน 13          
สายพันธุ  ที่มีการออกดอกติดผลแลว มาเก็บขอมูลดังนี้  จํานวนตนที่ออกดอก  จํานวนดอก  จํานวน
ตนที่ใหผลผลิต  จํานวนผลผลิต  ระยะเวลาการเก็บเกี่ยวผลผลิต

การทดลองที ่2 การประเมนิคณุภาพผลของฝรัง่ลูกผสมทีไ่ดจากการเพาะเมลด็
 ใชตนฝรั่งที่ไดจากการเพาะเมล็ดอายุประมาณ 1 - 2 ป ที่ปลูกอยูในแปลงทดสอบพันธุ       

จํานวน 13 สายพันธุ ที่มกีารออกดอกติดผลแลวเชนเดียวกับการทดลองที่ 1 นําผลที่เก็บเกี่ยวได    
มาศึกษาลักษณะทางกายภาพภายนอกและคุณภาพทางเคมีภายในผล จากแหลงปลูกซึ่งมีระดับ 
ความสูงของพื้นที่ จากระดับน้ําทะเล  300  700  และ 1,200 เมตร เพื่อคัดเลือกสายตนที่ใหผล          
ที่มีลักษณะตรงตามความตองการ โดยเปรียบเทียบตามรายละเอียด คือ

1. การศึกษาลักษณะผลและคุณภาพของฝรั่ง 13 คูผสม
2. การศึกษาลักษณะผลและคุณภาพระหวางคูผสมที่ใชตนแมพันธุเดียวกัน
3. การประเมินคุณภาพผลระหวางสายตนในแตละคูผสม
นําผลที่พัฒนาเต็มที่แลวจากตนที่ศึกษาจํานวน  10  ผลตอตน มาเก็บขอมูลดังนี้
1. การศึกษาลักษณะทางกายภาพของผล นําผลที่พัฒนาเต็มที่แลวและมีการเปลี่ยนสีผิว

แลวมาศึกษาลักษณะภายนอกของผล ดังนี้
น้ําหนักผล  ช่ังน้ําหนักผลสดดวยเครื่องชั่ง บันทึกขอมูลที่ไดมีหนวยเปนกรัม
ความยาวผลและเสนผาศูนยกลางผล วัดโดยใชเวอรเนียคาลิเปอร บันทึกขอมูลที่ไดมีหนวย

เปนเซนติเมตร
ความแนนเนื้อ วัดโดยใชเครื่องวัดความแนนเนื้อผลไม จากบริเวณสวนกวางที่สุด         

สองตําแหนงที่อยูตรงขามกัน บันทึกขอมูลที่ไดมีหนวยเปนกิโลกรัม
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ความหนาเนื้อ  โดยผาผลออกเปนสองสวนตามยาว วัดความหนาของเนื้อจากผิวดานนอก
ถึงเนื้อผลที่ติดกับไสกลางที่มีเมล็ด โดยใชเวอรเนียคาลิเปอร บันทึกขอมูลที่ไดมีหนวยเปน
เซนติเมตร

สีเนื้อ โดยเปรียบเทียบสีเนื้อกับกระดาษเทียบสี  ซ่ึงมีเกณฑการใหคะแนนระดับสีเนื้อ   
จากสีออนสุดไปจนถึงสีเขมสุด ตั้งแต 0-10 คะแนน ดังนี้ คือ

คะแนน 0.00 สี white
คะแนน 0.01-1.00 สี pale yellowish pink
คะแนน 1.01-2.00 สี pale pink
คะแนน 2.01-3.00 สี pink (0103)
คะแนน 3.01-4.00 สี pink (0403)
คะแนน 4.01-5.00 สี yellowish pink
คะแนน 5.01-6.00 สี strong yellowish pink
คะแนน 6.01-7.00 สี strong pink
คะแนน 7.01-8.00 สี moderate pink
คะแนน 8.01-9.00 สี deep pink
คะแนน 9.01-10.00 สี dark pink

2.  การศึกษาคุณภาพทางเคมีของผล
นําผลที่ไดจากการศึกษาลักษณะทางกายภาพมาศึกษาคุณภาพทางเคมีภายในผล โดยนําผล

มาผาตามยาวแลวปนละเอียดจนเปนเนื้อเดียวกัน จากนั้นนําไปวิเคราะหคุณภาพดังนี้
ปริมาณของแข็งที่ละลายน้ําได  โดยวัดจากน้ําของผลฝรั่งดวยเครื่องวัดปริมาณของแข็ง     

ที่ละลายน้ํา  บันทึกผลจากคาที่อานไดเปนองศาบริกซ
ปริมาณกรดที่ไตเตรทได  นําผลมาปนละเอียดรวมกันทั้งสวนของเนื้อ และเมล็ดใหเปน 

เนื้อเดียวกัน แลวช่ังมา 2 กรัม  ผสมกับน้ํากลั่น 18 มิลลิลิตร นํามากรองดวยกระดาษกรอง 
Whatman เบอร 4 แลวนําสารละลายตัวอยางที่ไดปริมาตร 10 มิลลิลิตร มาไตเตรทกับ             
โซเดียมไฮดรอกไซด  0.01 นอรมัล  หยดดวยฟนอฟทาลีน  1-3 หยด  หาจุดสมดุลของสารละลาย   
ที่เปล่ียนเปนสีชมพูออน นําไปคํานวณปริมาณกรดซิตริก  หนวยเปนเปอรเซ็นต

ปริมาณวิตามินซี  นําผลที่ปนละเอียดแลวมาชั่ง 1 กรัม  ผสมกับน้ํากลั่น 9 มิลลิลิตร         
แยกสารละลายมา 1 มิลลิลิตร เติม meta-phosphoric acid 5 มิลลิลิตร ไตเตรทดวย                           
2,6-dichlorophenol  บันทึกปริมาตรที่ใชไป เพื่อนําไปคํานวณหาปริมาณวิตามินซี หนวยเปน
มิลลิกรัมตอ 100 กรัมน้ําหนักสด
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นําขอมูลที่ไดมาวิเคราะหความแตกตางทางสถิติของคาเฉลี่ยดวยวิธี Duncan multiple 
range test  ที่  p = 0.05  เพื่อคัดเลือกตนที่มีลักษณะภายนอกและคุณภาพภายในที่นาสนใจสําหรับ
นํากิ่งไปขยายพันธุโดยวิธีการปกชํากิ่ง สําหรับนําไปปลูกรวบรวมไวที่สถานีวิจัยโครงการหลวง  
อินทนนท  หนวยวิจัยดอยผาตั้ง สําหรับศึกษาตอไปในการทดลองที่ 3

การทดลองที ่3 การทดสอบคณุภาพผลฝรัง่ลูกผสมทีค่ดัเลอืกพนัธุไว
ใชตนฝรั่งลูกผสมที่ผานการคัดเลือกจํานวน 50 สายตน จากการทดลองที่ 2 มาขยายพันธุ

โดยวิธีการปกชํากิ่ง สําหรับปลูกทดสอบพันธุที่สถานีวิจัยโครงการหลวงอินทนนท หนวยวิจัย    
ดอยผาตั้ง อําเภอจอมทอง จังหวัดเชียงใหม หลังจากปลูกไดประมาณ 12 เดือน มีตนที่ออกดอก     
ติดผล  เก็บผลที่เจริญเต็มที่ มาศึกษาลักษณะทางกายภาพและคุณภาพทางเคมีของผล เชนเดียวกับ 
วิธีการในการทดลองที่ 2

นําขอมูลที่ไดมาวิเคราะหความแตกตางทางสถิติของคาเฉลี่ยดวยวิธี Duncan multiple 
range test ที่  p = 0.05  เพื่อประเมินคุณภาพของผลจากตนพันธุที่คัดเลือกไว

การทดลองที่ 4 การศึกษาลักษณะประจําพันธุของสายตนที่คัดเลือก
นําสวนของใบ ยอด ดอก ผล จากตนฝรั่งลูกผสมที่ผานการประเมินแลวจากการทดลองที่ 3  

จํานวนประมาณ 10 สายตน มาศึกษาลักษณะประจําสายตน เพื่อใชเปนขอมูลลักษณะประจําพันธุ 
โดยเก็บขอมูลดังนี้

1. การศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาของใบ  โดยนําใบของแตละสายตนจํานวนตนละ 30 ใบ  
และยอดออน จํานวนตนละ 3 ยอด  มาเก็บขอมูลดังนี้

ลักษณะกายภาพของแผนใบ  ศึกษาลักษณะของรูปรางใบ   ขอบใบ   ปลายใบ  ฐานใบ   
และผิวใบ

สีของแผนใบ นําใบและยอดฝรั่งมาเปรียบเทียบสีในสวนของกานใบ หลังใบ ทองใบ    
เสนกลางใบ และยอด

ขนาดของแผนใบและกานใบ ทําการวัดความยาวใบ ความกวางใบ และเสนผาศูนยกลาง
กานใบดวยเวอรเนียคาลิเปอร  และวัดพื้นที่ใบดวยเครื่องมือวัดพื้นที่ใบ

2. ศึกษาลักษณะของดอกจากแตละสายตน  จํานวนตนละ 10 ดอก ในชวงระยะเวลาการ
ออกดอก ขนาดของดอกระยะดอกตูม ขนาดของดอกระยะดอกบาน  สีดอก  จํานวนเกสรเพศผู  
และจํานวนดอกทั้งหมด
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3. การศึกษาลักษณะทางกายภาพของผล
นําผลของแตละสายตน จํานวนตนละ 10 ผล  มาศึกษาลักษณะของน้ําหนักผล  ปริมาตรผล   

ความยาวผล   เสนผาศูนยกลางผล  ความแนนเนื้อ  ความหนาเนื้อ  สีเปลือก สีเนื้อ  ความหนาของ
ไสเมล็ด และจํานวนเมล็ด

4. การศึกษาคุณภาพทางเคมีของผล นําผลที่เก็บเกี่ยวมาวิเคราะหปริมาณของแข็งที่ละลาย
น้ําได    ปริมาณกรด   ปริมาณวิตามินซี   และปริมาณเพคติน

การวิเคราะหปริมาณเพคตินในผลฝรั่งตามวิธีดัดแปลงของ international federation of fruit 
juice producer (ณรงค, 2546) สายตนละ 5 ผล แลวนํามาหาคาเฉลี่ย การหาปริมาณเพคติน  
ประกอบดวย

4.1 แยกตะกอนสารประกอบเพคตินทั้งหมดจากตัวอยางเนื้อ 15 มิลลิลิตร นํามาแยก  
ตะกอนของสารประกอบเพคตินสองครั้ง  ดวยสารละลายเอธานอล 95 และ 63 
เปอรเซ็นต  ที่มีอุณหภูมิ 75 องศาเซลเซียส   ตามรายละเอียดในภาคผนวก  นําตะกอน
ที่ไดไปแยกสารประกอบเพคตินจากตัวทําละลายชนิดตางๆ

4.2 การแยกสารประกอบเพคตินจากตัวทําละลาย 3 ชนิด  ดังนี้
4.2.1 การแยกสารประกอบเพคตินที่ละลายไดในน้ํา (water soluble pectin)           

นําตะกอนที่ไดจากขั้นตอนที่ 1 มาสกัดดวยน้ํากล่ัน  โดยนําของเหลวใส
ที่ไดมารวมกัน  กอนนําไปวิเคราะหหาปริมาณเพคตินที่ละลายไดในน้ํา

4.2.2 การแยกสารประกอบเพคตินที่ละลายไดในแอมโมเนียมออกซาเลต
(ammonium  oxalate  soluble  pectin)  นําตะกอนที่ไดเหลือจากขั้นตอน
ที่ 4.2.1 มาสกัดดวยสารละลายแอมโมเนียมออกซาเลต เชนเดียวกับการ
แยกสารประกอบเพคตินดวยน้ํากล่ัน จากนั้นนําไปวิเคราะหหาปริมาณ    
เพคตินที่ละลายไดในสารละลายแอมโมเนียมออกซาเลต

4.2.3   การแยกสารประกอบเพคตนิที่ละลายไดในดาง (alkaline soluble pectin)      
นําตะกอนที่ไดเหลือจากขั้นตอนที่ 4.2.2 มาสกัดดวยสารละลายโซเดียม        
ไฮดรอกไซด  จากนั้นปรับปริมาตรของเหลวใสที่ไดดวยน้ํากลั่น          
แลวกรองตะกอนออกกอนนําไปวิเคราะหหาปริมาณเพคตินที่ละลายได     
ในดางตอไป

4.3 วิเคราะหหาปริมาณเพคติน นําสารละลายเพคตินที่ไดจากขั้นตอนที่ 4.2 ไปวัดคา
การดูดกลืนแสง เพื่อนําไปวิเคราะหหาปริมาณสารประกอบเพคตินที่มีในตัวอยาง
โดยเปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานของ D-galacturonic acid
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นําขอมูลที่ไดมาวิเคราะหความแตกตางทางสถิติของคาเฉลี่ยที่ไดดวยวิธี Duncan     
multiple  range  test ที่ p = 0.05  เพื่อใชเปนขอมูลของลักษณะประจําพันธุของผลฝรั่งลูกผสม        
ที่คัดเลือกไว

การทดลองที่ 5 การศึกษารูปแบบไอโซไซมของสายพันธุฝร่ังโดยวิธี อิเล็กโทรโฟรีซิส
นําสวนใบของตนฝร่ังลูกผสมที่คัดเลือกไว มาศึกษารูปแบบไอโซไซมของสายพันธุฝร่ัง

โดยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิส  ซ่ึงดัดแปลงจากวิธีการของ Hiratsuka et al. (ปนัดดา, 2541) โดยใช
เอนไซม 4 ชนิด คือ acid phosphatase (ACP), esterase (EST), peroxidase (POX) และ superoxide 
dismutase (SOD) โดยแบงเปนการทดลองยอยดังตอไปนี้

5.1 การศึกษาชนิดของสารสกัด (extraction buffer) ที่เหมาะสมสําหรับการสกัดไอโซไซม   
จากสวนของใบฝรั่ง จํานวน 4 สูตร ไดแก  0.2 M Tris-HCl  pH 8.4, 0.2 M sodium 
phosphate buffer pH 7.5, 0.1 M Tris-HCl  pH 7.5 และ 0.1 M Tris-HCl  pH 8.0

5.2 การศึกษารูปแบบไอโซไซมของสายตนที่คัดเลือกไว
5.2.1 รูปแบบของไอโซไซม ระหวางสายตนที่คัดเลือกพันธุแลวจากการทดลอง

ที่ 4  กับตนพอแมพันธุ
5.2.2 รูปแบบของไอโซไซมระหวางสายตนในคูผสมเดียวกันและระหวาง       

สายตนที่มาจากตางคูผสม
5.2.3 รูปแบบของไอโซไซมระหวางสายตนที่มีเนื้อสีชมพูกับเนื้อสีขาว  จํานวน 

สองคูผสม
5.2.4 เปรียบเทียบรูปแบบไอโซไซมของคูผสมเดียวกัน ที่ปลูกตางสถานที่ คือ 

หนวยวิจัยขุนหวยแหง  หนวยวิจัยดอยผาตั้ง  และมหาวิทยาลัยเชียงใหม 
จํานวนสามคูผสม
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สถานที่ใชในการดําเนินการวิจัยและรวบรวมขอมูล
1. สถานีวิจัยโครงการหลวงอินทนนท หนวยวิจัยขุนหวยแหง อําเภอจอมทอง จังหวัด

เชียงใหม
2. สถานีวิจัยโครงการหลวงอินทนนท หนวยวิจัยดอยผาตั้ง อําเภอจอมทอง จังหวัด

เชียงใหม
3. สถานีเกษตรหลวงปางดะ  อําเภอสะเมิง จังหวัดเชียงใหม
4. แปลงทดลองภาควิชาพืชสวน  คณะเกษตรศาสตร  มหาวิทยาลยัเชียงใหม
5. สถานีวิจัยและศูนยฝกอบรมการเกษตรแมเหียะ   อําเภอเมือง  จังหวัดเชียงใหม
6. หองปฏิบัติการภาควิชาพืชสวน  คณะเกษตรศาสตร   มหาวิทยาลัยเชียงใหม
7. หองปฏิบัติการกลาง    คณะเกษตรศาสตร   มหาวิทยาลัยเชียงใหม

ระยะเวลาดําเนินการวิจัย
ตั้งแตเดือนมิถุนายน พ.ศ. 2543 ถึงเดือนสิงหาคม  พ.ศ. 2547
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