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ภาคผนวก 1 การประเมินลักษณะทางสัณฐาน (IRRI – IBPRG, 1980) 
 

   ลักษณะ    เกณฑการประเมิน 

1. สีแผนใบ    (1) เขียวออน 
(2) เขียว 
(3) เขียวเขม 
(4) มวงท่ีปลาย 
(5) มวงท่ีริม (ขอบ) 
(6) มวงผสมเขียว 
(7) มวงท้ังใบ 

2. สีกาบใบ    (1) เขียว 
(2) เขียวเสนมวง 
(3) มวงออน 
(4) มวง 

3. การมีขนบนแผนใบ   (1) ไมมีขน 
     (2) มีขนบาง 
     (3) มีขน 
4. สีขอ    (1) เขียวออน 

(2) เขียว 
(3) มวง 

5. สีปลอง    (1) เขียว 
(2) เหลืองออน 
(3) เขียวเสนมวง 
(4) มวง 

6. สีขอตอใบ    (1) เขียวออน 
(2) เขียว 
(3) มวง 

7.    มุมของยอดแผนใบ   (1) ต้ังตรง 
       (5) นอน 
       (9) ตก 
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8. สีของเยื่อกันน้ําฝน   (1) ขาว 
(2) ขาวเสนมวง 
(3) มวง 

9. รูปรางเยื่อกันน้ําฝน   (1) แหลม 
(2) มี 2 ยอด 
(3) ไมแหลม 

10. สีเข้ียวกันแมลง   (1) เขียว 
(2) มวง 

11. ลักษณะทรงกอ   (1) ต้ังตรง 
(3) เอนเล็กนอย 
(5) เอน 

    (7) เอนมาก 
(9) นอน 

12.  มุมของใบธง   (1) ต้ังตรง 
       (3) เอน 
       (5) นอน 
       (7) ตก 

13. สียอดเกสรตัวเมีย   (1) ขาว 
(2) เขียวออน 
(3) เหลือง 
(4) มวงออน 
(5) มวงดํา 

14. สียอดดอก    (1) ขาว 
(2) ฟาง 
(3) น้ําตาล 
(4) แดง 
(5) ชมพู 
(6) มวง 
(7) มวงดํา 
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15. สีกลีบรองดอก   (1) ฟาง 
(2) เหลือง 
(3) แดง 
(4) มวง – ดํา 
(5) น้ําตาล 

16. การชูรวง    (1) ชูรวงดีมาก 
     (3) ชูรวงดี 
     (5) โผลเล็กนอย 
     (7) บางสวนโผล 
     (9) ไมโผล 
17. กานของรวง    (1) ต้ังตรง 
     (2) ออน 
18. การแหงของใบธง   (1) แหงชา 
     (5) แหงปานกลาง 

       (9) แหงเร็ว 
19. การติดเมล็ด    (1) ติดเมล็ดมาก (> 90%) 
     (3) ติดเมล็ดปานกลาง (75 – 90 %) 

(5) ติดเมล็ดนอย (50 – 74 %) 
(7) ติดเมล็ดนอยกวา 50% 

     (9) ไมติดเมล็ด (0%) 
20. การรวงของเมล็ด   (1) รวงยากหรือรวงนอยกวา 1% 
     (3) รวงนอยหรือรวง 1-5% 
     (5) รวงปานกลางหรือรวง 6-25% 
     (7) รวงงายหรือรวง 26-50% 
     (9) รวงงายมากหรือรวงมากกวา 50% 
21. การนวด    (1) นวดยาก 

       (5) นวดยากปานกลาง 
     (9) นวดงาย 
22. หางขาว    (0)  ไมมี 

       (1) ส้ันและมีบางเมล็ด 
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    (5) ส้ันและมีทุกเมล็ด 

(7) ยาวและมีบางเมล็ด 
(9) ยาวและมีทุกเมล็ด 

23. สีของหางขาว   (1)  ฟาง 
(2)  เหลือง 

    (3) น้ําตาล 
(4) แดง 
(5) มวง 
(6) ดํา 

24. สีเปลือกเมล็ด   (1) ฟาง 
(2) ฟางสลับน้ําตาล 
(3) น้ําตาลเขมขีดเหลือง 
(4) ฟางกระน้ําตาล 
(5) มวง 

25. การมีขนบนเปลือกเมล็ด  (1) ไมมีขน 
     (2) มีขนบนกลีบเมล็ดใหญดานลาง 

(3) มีขนบนกลีบเมล็ดใหญดานบน 
(4) มีขนส้ัน 

     (5) มีขนยาว 
26. ความยาวของกลีบรองเมล็ด  (1) ส้ัน (นอยกวา 1.5 mm) 
     (3) ปานกลาง (1.6 – 2.5 mm) 

(5) ยาว (มากกวา 1.5 mm) 
(7) ยาวเทากับความยาวของดอก 

     (9) ยาวไมเทากัน 
27. สีเยื่อหุมเมล็ด   (1) ขาว 

(2) แดง 
(3) น้ําตาล 
(4) น้ําตาลเขม 

28. ชนิดของแปง   (1) ขาวเจา 
     (2) ขาวเหนียว 
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ภาคผนวก 2 การเตรียม Extraction buffer 
             Stock solution เตรียมปริมาตร 50 ml 
  4% CTAB       -   2 g 
  100 mM Tris–HCl pH 8.0  1 M   5 ml 

  20 mM EDTA pH 8.0   0.5 M   2 ml 
  1.4 M NaCl    5 M   14 ml 

  0.4% β-mercaptoethanol  100%   0.2 ml 

  H2O        -   29 ml 
 
ภาคผนวก 3 การเตรียม TE buffer 
              Stock solution เตรียมปริมาตร 200 ml 

  10 mM Tris–HCl pH 8.0  2 M   1 ml 

  1 mM EDTA pH 8.0   0.5 M   400 µl 

 ผสมสารท้ังหมดเขาดวยกัน ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหไดปริมาตร 200 ml 

 
ภาคผนวก 4 วิธีการสกัดดีเอ็นเอโดยดัดแปลงจากวิธีการของ Xie et al. (1999) 
 เก็บตัวอยางใบขาวท่ีอายุ 20 วันของตัวอยางพืชท่ีตองการลงในซองและนําไปลดความช้ืน
ในซิลิกาเจลเปนเวลา 1-2 วัน และนําตัวอยางใบขาวท่ีลดความช้ืนแลวมาตัดใหเปนช้ินเล็กๆ ดวย 
บดใหละเอียดดวยไนโตรเจนเหลว ข้ันตอนการสกัดดีเอ็นเอ 

1.  นําตัวอยางใบขาวบดละเอียดมาประมาณ 200 mg บรรจุลงในหลอดขนาดเล็กเติม
 extraction buffer 1 ml นําไปเขาเคร่ืองเหวี่ยงใหผสมเขาดวยกัน 
 2. นําหลอดไปแชใน water bath อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียสเปนเวลา 2 ช่ัวโมง โดยพลิก
 หลอดทุกๆ 30 นาที 
 3. เม่ือครบ 2 ช่ัวโมงนําหลอดมาปนตกตะกอนท่ี 12,000 rpm เปนเวลา 10 นาที 
  4. ดูดสารละลายดานบนมา 0.7 ml ใสในหลอดใหม 
  5. เติม Chloroform : Isoamyalcohol (24 : 1) 700 µl 
 6. พลิกหลอดกลับไปมาชาๆ นาน 5 นาที 
 7. นําไปปนตกตะกอนท่ี 12,000 rpm เปนเวลา 20 นาที 



 99

 8. ดูดสารละลายใสดานบนมาใสในหลอดใหม เติม NaOAC 100 µl ตกตะกอนดีเอ็นเอ
 ดวย 0.6 x Isopropanol (0.6 ml) พลิกใหเขากันเบาๆ และท้ิงไวหนึ่งคืนในตู -20 องศา
 เซลเซียส 
 9. ปนตกตะกอนดีเอ็นเอที่ 12,000 rpm เปนเวลา 15 นาที แลวเทสารละลายใสดานบนท้ิง 
 ระวังอยาใหตะกอนดีเอ็นเอตกไปดวย 
 10. ลางดีเอ็นเอดวย 70% EtOH 500 µl ปนตกตะกอนท่ี 12,000 rpm เปนเวลา 5 นาที 
 11. ลางดีเอ็นเอดวย 95% EtOH 500 µl ปนตกตะกอนท่ี 12,000 rpm เปนเวลา 5 นาที เท
 สารละลายท้ิงแลวทํา Air dry โดยเปดฝาคว่ําบนทิชชู คร่ึงช่ัวโมง 
 12. เติม TE 50 µl แลวนําไปแชในตู -20 องศาเซลเซียสเพ่ือเตรียมทํา PCR 
 
ภาคผนวก 5 ปฏิกิริยา PCR  

1. เจือจาง DNA : น้ํา = 1 : 9 
2. เตรียม cocktail mix สําหรับการทําปฏิกิริยา PCR โดย 1 หลอดมีสวนประกอบดังนี ้
 

  H2O      15 µl 

  10x buffer       2 µl 

  25 mM MgCl2       2 µl 

  25 mM dNTP              0.16 µl 

  20 µM Primer F   0.2 µl 

  20 µM Primer R   0.2 µl 

  5 Unit Taq DNA Polymerase  0.1 µl 
 

 3.   นํา cocktail mix ใสใน tube เล็กประมาณ 19 µl และนําไปแชในน้ําแข็ง 
 4.    เตรียม DNA เจือจาง 1 µl 
 5.    นําเขาเคร่ืองทํา PCR ประมาณ 3 ช่ัวโมง 
 
ภาคผนวก 6 ข้ันตอนการเตรียม 3.5% agarose gel electrophoresis เพื่อตรวจสอบ PCR  
        product 
 1.  เตรียม 3.5% agarose โดยช่ัง agarose 3.5 g เติม 1x TBE 100 ml นําไปหลอมให
 ละลาย ต้ังท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองจนไมมีฟอง 
 2. นําถาดเจลมาเช็ดดวย 70% ethanol ปดดวยสกอตเทปท้ังหัวทาย แลวนํา comb มาวาง 
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 3. เท agarose gel ลงไปในถาดใหมีความหนาประมาณ 3 มิลลิเมตร ระวังอยาใหเกิด
 ฟองอากาศ 
 4. เม่ือเจลแข็งตัวใหเท 1x TBE ลงบนหนาเจลท้ิงไวประมาณคร่ึงช่ัวโมงแลวดึง comb 
 ออก 
 5. นําถาดเจลวางลงในกลอง electrophoresis ท่ีมี TBE buffer อยู 
 6. หยอดดีเอ็นเอตัวอยางท่ีผสมกับ 1x loading dye ลงในชองของ agarose gel ท่ีเตรียม
 ไว 
 7. ปดฝากลองและตอข้ัวไฟฟาเขากับเคร่ืองจายกระแสไฟฟา ใชเวลาประมาณ 2 ช่ัวโมง 
 8. นําแผนเจลออกมาแชใน ethidium bromide ประมาณ 30 นาทีแลวนําแผนเจลมาดูกับ
 แสง UV วาเกิดลายพิมพดีเอ็นเอหรือไม ถาเกิดแถบดีเอ็นเอท่ีชัดเจนใหนําดีเอ็นเอ
 ตัวอยางไปทําใน polyacrylamide gel ตอไป 
 
ภาคผนวก 7 การเตรียม 10% polyacrylamide  
     เตรียมปริมาตร 50 ml 
 Acrylamide : Bis   16.6 ml 

 5x TBE    10.0 ml 

 H2O     23 ml 

 APS     350 µl 

 TEMED    17.5 ml 

 
ภาคผนวก 8 การเตรียม 4% polyacrylamide  
      เตรียม 2 เจล 
 Mixed (10%)    6.0 ml 

 5x TBE    1.8 ml 

 H2O     13.09 ml 

 APS     105 µl 

 TEMED    12 ml 

 
ภาคผนวก 9 การเตรียม 5x TBE buffer 

      เตรียมปริมาตร 1000 ml 
  Tris–Base    54.0 g 
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  Boric acid    27.5 g 

  0.5M EDTA pH 8.0   20 ml 

 ผสมสารท้ังหมดเขาดวยกัน ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหไดปริมาตร 1000 ml 

 
ภาคผนวก 10 ข้ันตอนการเตรียม polyacrylamide gel 

 เตรียมแผนกระจก 2 แผนมาประกอบเขาดวยกันโดยใหดานท่ีเคลือบมาประกบกัน นํา 
agarose มาเทลงในชองของกระจกประมาณ 2 ml ท้ิงไวใหแหง นํา 10% polyacrylamide เทลง
ไปตอจากช้ันของ agarose ระวังอยาใหเกิดฟองอากาศ ท้ิงใหแหง นํา butane มาเทบนหนาช้ันของ 
10% polyacrylamide ประมาณ 2 ml รอใหเจลแบงช้ันชัดเจนแลวดูด butane ท้ิงแลวลางดวยน้ํา
กล่ัน จากนั้นใส comb ลงไปในชองกระจก เติม 4% polyacrylamide ใหถึงขอบกระจกแลวต้ังไว
เพื่อใหแผนเจลเกิดการแข็งตัว แลวนําไปประกอบเขากับเคร่ือง electrophoresis โดยเติม 1x TBE 
ลงไปในแทน buffer ท้ังดานลางและดานบนใหทวมชอง comb แลวดึงแผน comb ออก ใชหลอด
หยดเข่ียฟองอากาศในชองออก นําตัวอยางดีเอ็นเอท่ีผานการทํา PCR แลวมาหยอดลงในชอง
ประมาณ 12 µl ตอข้ัวสายไฟแลวเปดเคร่ือง ใชเวลาประมาณ 5 ช่ัวโมง แลวนําเจลออกมาจากแผน
กระจก แชแผนเจลใน ethidium bromide ประมาณ 10 – 15 นาทีแลวนําแผนเจลมาดูกับแสง UV 
แลวถายภาพลายพิมพดีเอ็นเอเก็บไวเพื่อนําไปวิเคราะหผลตอไป 
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