
����� 3 

��	
�� �������
������� 

 

3.1 �������	
�� ���������� 

 

 3.1.1 ����	
���
 /
������ 
1. ����	
���������


���������	�� (CMU- 2)  
2. ����	
� PCR (Thermo cycler)  
3. ����	
�
���/�0��01��2�34��56�7�
�  
4. ����	
� UV  
5. 0��6��� GelDoc  
6. Holder  
 
 3.1.2 3�����@ 
1. ��0���A��B�7 
2. DNA extraction buffer (M����7�) 
3. Chloroform 
4. Iso-propanol (64Q�RS�T/�) 
5. Ethanol 70 % (64Q�RS�T/�) 
6. Master Mix (3��B��YPCR) 
7. Deionized water (dH2O) 
8. Mineral oil 
9. Agarose gel/ Agar gel 
10. TBE 1X Buffer (M����7�) 
11. DNA marker B��
 Ladder (M����7�) 
12. Loading Buffer (M����7�) 
13. Ethidium Bromide (M����7�) 
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 3.1.3 ��4��7
TQ��d����e5�
� 
 ��7
TQ�����/5���e�f� 5 3�T���g�� (Lactuca sativa L.) ��
 ���3��56�S7, �����5B
�BQ
, 3��5�
3, 
��53��50Y7� 6�i��50��
� �5S��Y�7��
������iB�A�� �j. k��e�� 3@�lf� 3�m�7�4���4��� M��7�4�     
��437� ��i��n��j�3��� �B�7�eT���T6�Q0AS 
 
3.2 ����
������  

 

 3.2.1 ����B�@	T7���dBS���5������T���g��d����/5���3��5e�f� 5 3�T���g�� 05Td4S7�g@����i5�T��
5S7T����


�m
���0���A� 
  1. ������/5���3��5e�f� 5 3�T���g�� A���7� 6000 ���/5����@T�Y� Holder ���	
�����
�i5�T��5S7T����


� e@	�@���	
��m5���@f 
-�i5�Y������� 50 keV 
-�������


� (Dose) = 4.0 p 8.0 x1015 ion/cm2 
-Species ion ��
 Nitrogen ion  
 ����� 3.1 635����	
��me@	d4Sd����e5�
� 

���/5���g�� �i5�Y������� Dose (ion/cm2) 
���3��56�S7 
�����5B
�BQ
 
3��5�
3 
��53��50Y7� 6�i 
��50��
� 

50 keV  
4.0 x 10 15 ion/cm2 
8.0 x 10 15 ion/cm2 

 

2. ���Holder e@	��@T����/5���3��5��d3Qd� Chamber e@	�@3M�7i3�rr���j 3��B��YT��
5S7T����


� 5�����	
��me@	635�d������ 3.1 

  3. ������/5e@	�Q������i5�T��5S7T����


������id�s�5B��� 05TBT
5���/5����
d�5��e@	�l���i��� 0.5 �2������� 6�S7���@	T5��e�Y A����f� �5�f��7���Qi 1 ���f� 
  4. ��YA���7����/5e@	�
�B���A�����i��t��7�� 7 7�� A����f������7��me@	e�����Y��el� 
������7�B���
���2/�������
� (Percentage germination) 
  5. ��R����3��5�Q
����t��7����t��7�� 14 7�� A����f�e�����Y��el�A���7��S����3��5
e@	�
54@7�� A����f������7��me@	�5S������7�B���
���2/�������
54@7�� (Percentage survival) 
  6. e�����Y��el����n�iM�T�
� (Phenotype) m
��S����3��5e@	���@	T�6�����A���S�
�7Y��� e�����Y��el� e��v 2 
�e��T� 
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  7. ���	
�S����3��5�@
�T� 50 7����YA���
� e�����3�Q���/Y��7
TQ���S����3��5d3Qd�       
s��2�Y e������	
�B��T 6�S7�������/Yd��RS64Q�T/�05T��/7e@	3�5 3��B��Y���@T����3��55@�
/��
�Q
�� 
 
 3.2.2 ������@T�5@�
/��
A��dY��4 5�56���7�g@���m
� Doyle and Doyle (1990) 
  1. d4S��������5dY���3��5e@	��/Y��dBS��t�4�f���/�v ��d�0��Q�e@	�Q������4/55S7T
6
��
w
�� 70% 6�S7 
  2. �e��0���A��B�7����d�0��Q�dBS�
eQ7� e�f��7S 2-3 ��e@ 6�S7Y5��7
TQ�� 
TQ��
�75��/7���	
dBSdY�i�
@T5 
  3. d4S4S
����3�� �����7
TQ��e@	Y56�S7��d�
i�R����@T�1
T5� 6�S7��Y�x5dBS3��e ��/Y
�7Sd�s��2�Y e@	e������	
�B��T�7S 6�S764Qd��RS�T/� 
  4. �����7
TQ����4e@	Y5�i�
@T55S7T��0���A��B�7��i��� 0.1 ���� d3Qd� Eppendrof 
tube m��5 1.5 ml. e@	�@Extraction buffer (M����7� m) ������� 700 µl �3�
TQ��6��05Td4S����	
��3� 
  5. ����� Incubate d� Water bath e@	
��BMR�� 65oC ��t��7�� 1 4�	70�� ����e��v 10 
��e@ 
  6. ����Chloroform: Isoamyl alcohol (24:1) 1 �eQ� �3�dBS�mS���� 05T����B�
5����
�Y�v A����f�������|}�B����B7@	T�e@	�7����/7 13000 rpm 5 ��e@ e@	 0-4 oC 6�S75R5�
�3Q7�d3 d3Q 
Eppendrof tube B�
5dB�Q 
  7. ���� Isopropanol 1 �eQ� �3��mS�����Y�v A����f������64Q�RS�T/� -20 oC ��t��7�� 2 
4�	70�� B��
e�f��7SmS����� 
  8. ������|}����i�
�5@�
/��
 e@	�7����/7 13000 rpm ��t��7�� 30 ��e@ e@	 0-4 oC 
A����f��e Supernatant e�f� �S���i�
�5@�
/��
5S7T 70% Ethanol alcohol �|}����i�
�5@�
/��

@����f� 
�e Supernatant e�f� �l	��i�
�5@�
/��
�7SdBS6BS�e@	
��BMR��BS
� 
  9. �i��T�i�
�5@�
/��
5S7T Deionized water B��
 TE buffer ������� 20 µl �mTQ�
�Y�v A��i�
��i��TA�B�5 
  10. ���� RNase A �mS�mS� 500 µl/ ml 1 µl Incubate e@	 37 oC mS����� 
  11. e�������7A3
Y���M��5@�
/��
5S7T�e���� gel electrophoresis (���mS
 3.2.2)  
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 3.2 .3  ���e����T�����5@ �
/��
 (DNA fingerprint) 05Td4S �e���� HAT-RAPD 
(Anunthalabhochai et al., 2000) 
  1. �A�
A����7
TQ��5@�
/��
e@	���@T��5S 05Td4S Deionized water dBS�@������5@�
/��
 20-
40 ng 
  2. ��x5����	
� PCR 6�S7��f�0��6���5�������  

����� 3.2 635������f�0��6������	
������5�~�����T�PCR 
Step Temperature (oC) Time 

- Warm up 94 2 min 
- 3 Step cycling    
     Denaturation 94 45 sec 
     Primer annealing 46-48 30 sec  
     Primer extention 
         (30 p 40 cycle) 

72 45 sec 

- Final extention 72 7-10 min 
3. ���@T� Master mix 05Td3Q3��������5�Y5������� 

 
����� 3.3 Master mix m
��~�����T� PCR 

Component Stock Final concentration 
dH2O   
Buffer 10 X 1 X 
MgCl2 25 mM 2.5 mM 
dNTP (Mix) 25 mM 0.2 mM 
Primer 0.5 µl/ rxn 0.5 µl 
Taq Polymerase 0.5 u/ µl 0.5 u/ rxn 
Total volume/ rxn  19 µl 
  4. ���� DNA template m
�6�Q�i��7
TQ��A���7� 1 µl �Q
�
Y�~�����T� 6�S7�3�dBS�mS�
��� 05Td4S����	
��3� 2-3 ��e@ 6�S7�|}��� (Spin down) 05Td4S����	
��B7@	T��7����/7�	�� 2-3 7���e@ 2l	�
m�f��
�e@	 3 6�i 4 �S
�e��
TQ���75��/7 (d����@e@	 Eppendrof m��5��/���Qd4Q��6YY05� dBS���� 
Mineral oil 40 µl 
@����f�B�l	�) 
  5. �����d3Q����	
� PCR 6�S7�5����	
�dBS���	�e����� 
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  6. ���	
�~�����T�3�f�3�5 ����
� PCR product ����7A3
Y05Te�� Gel electrophoresis 
�Q
�� B��
��/Yd��RS�T/� 4 oC A��7Q�Ai�������7A3
Y 
 
  3.2.4 ������i�
�5@�
/��
A�� PCR product 6�i�����5 PCR product 5S7T 
Restriction enzyme 
  1. �����f����d� PCR product dBS�@�������3�5eS�T��t� 200 µl 
  2. ���� Ethanol alcohol 2 �eQ�m
��������e�f�B�5 ��
 400 µl 
  3. ���� Sodium acetate or Potassium acetate dBS�@�7���mS�mS�3�5eS�T��t� 0.1 mol 
  4. e�f��7SmS�����e@	
��BMR�� -20 oC 
  5. ������|}����i�
�5@�
/��
 e@	�7����/7 13000 rpm 
��BMR�� 4 oC ��t��7�� 5 ��e@ 
  6. A����f��e Supernatant e�f�6�S7�S���i�
�5@�
/��
5S7T 70 % Ethanol alcohol 6�i
������|}����i�
�5@�
/��
 e@	�7����/7 13000 rpm 
��BMR�� 4 oC ��t��7�� 30 ��e@ 
  7.  �e Supernatant e�f� 6�S7 �l	��i�
�5@�
/��
dBS6BS�e@	
��BMR��BS
� 
  8. �����f�� 17  µl A����f����� Buffer  m
� Restriction enzyme 2  µl 6�i���� Restriction 
enzyme 1 µl A����f������YQ�e@	
��BMR�� 37 oC ��t��7�� 1 4�	70�� B��
e�f��7SmS�����  
  9. �������7A3
Y05T7�g@��� Gel electrophoresis 

 
3.2.5 Gel electrophoresis 

  1. �4/5s�5 6�iB7@5S7T 70% Ethyl alcohol dBS3i
�5 6�i��i�
YdBS��@TY�S
T 
  2. ���@T�
i��0�3�A� e@	�7���mS�mS� 1.4 % m
� TBE Buffer �����B�
�dBS�i��T
d������0���71 A��i��TB�5 �
dBS�T/���A�
��BMR����i��� 50oC 
  3. ���� Ethidium bromide dBS�@�7���mS�mS� 3.5 -4 X10-3% (v/v) 6�7Q�dBS�mS���� 
  4. �e�A� ��d�s�5e@	���@T��7S dBS�@�7��B����i��� 4-5 ����������
dBS�A� 6m/���7 
6�S7�e TBE 1X Buffer ��Y�7�S�e@	6m/���7dBS�
eQ7� d4S���3����������	
��
���������i

��Q��v 
   5. 5l�B7@

� ���s�5e@	�@�A�
TRQ d3Q����	
� Electrophoresis 6�S7�e TBE 1X Buffer dBS
eQ7��A���i��� 2-3 ��������� 
  6. ��� PCR product e@	�5Sd�m�f��
�e@	 3 ������ 20 µl (1 rxn) �3���Y Loading buffer 
��i��� 1-2 µl 6�S7�Q
TvBT
5��d�4Q
�m
�6�Q��A�e@	���@T��7S 05T�7S��7S 1 4Q
����3�55S��d55S��
B�l	�3��B��Yd3Q Ladder  
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  7. �Q
��i63�11���mS���Y����	
� Electrophoresis ���YdBS�@�7���Q��j��T��11�� ��t� 90 
07��� ��x537��2�dBS����	
�e�������i��� 5 ��e@ 6�S7���@	T�dBS�@�7���Q��j��T��11����t� 75 07��� ��t�
�7�� 2 4�	70�� 
  8. ����A�����7A3
YM�Td�S63�
������70
��� 6�S7sQ�TM����/Y�7S  
  9. ��7A3
Y6sY5@�
/��
 e@	�Q�����6T�m��5 05T���@TY�e@TYm��54�f�3Q7�m
�5@�
/�
�
 �iB7Q��4�5�7Y��� 6�i4�5e5�
�7Q��@��7
TQ��5@�
/��
m
��S�d5e@	dBS4�f�3Q7�m
�5@�
/��
e@	6���Q��


��� 6�i�@m��5�eQ�d5 Y��el���  


