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UszinadAvateUseimaldaivualilngnsiasusesnisdesnudniuiusidomanaunis
dseen warlurngiorfuussmalneiimaiudiudeiuuzilemainuats 4 Usena 3
vssemafdnenunsnsamudelsess PCPVd uwda fadu wiefunistestunisdun
voudfolizend PCFVA fionafinmifuidaiususidommindg wasiflonsnsiausosnis
Uaeannidelisess PCFVd Tusdniusuzidomadeunisdseen Ssdndudesdinsfinuise
Tuﬂ%qﬁIﬂaﬁi’mqﬂizamﬁumiﬁmuﬁ'%mimaﬁﬁaﬁfaL?ga Pepper chat fruit viroid (PCFVd)
luwdauguziewme lnenswieudisuisnisaineisidue 99U 4 35 uag glnswes
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Abstract : Pepper chat fruit viroid (PCFVd) is the pathogen that the causes of disease.
It infected on tomatoes and peppers and the important thing, It transmitted by seed.
Many trading partners have required Thailand to inspect the export of tomato seeds
before exporting. At the same time, Thailand is importing tomato seeds from many
countries, some of which have already reported the detection of PCFVd. Also, prevent
the entry of the PCFVd that may be attached to the seed of the tomato imported seeds
and certify the tomato seeds that free from the before export. Therefore, this research
have the objective for the development of the diagnostic method of Pepper chat fruit
viroid (PCFVd) in tomato seeds. Comparing between four RNA extraction methods and
four primer pairs, considering the results of the eight treatments, it was found that the
most effective RNA extraction method was The CTAB extraction, according to Boonham's
method, and the primer pair that produced accurate and sharp viroid test results were
NAD, PC2 and PCFVd primer pairs. To provide an appropriate viroid test result above.
The results were used to detection of the 31 shipments of tomato imported and
exported seeds. The results show that whe all of 31 shipments were free from PCFVd
attached to the seeds.
6. A1 : Uszindlveduunasmdnndaiusuzidomadeaniiddny Tutagtudsumeadidi
¥ mununasnisaveunsioiy iofuedesdelunisfafunenisélagdrenisnsaany
dnginlulsznadidsoon uasifumauaiiiilugnistnunieulsnisiudi dedlutlagi
Ussimagdvaneuszmaimuaieulaliiinisnsiniusesudauzidemaidsesnitusaain
\Bo Pepper chat fruit viroid (PCFVd) dsiisnesmumuadausnluussimelnediol w.e. 2555
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7. 38andums :
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1. \3estvaziBun nedey 3 fuml (Digital scale, METTLER TOLEDO)

. Lﬂ%wmmé‘mﬁuﬁ: (Tube Mill Control, IKA®)
. ideathumiss (MIKRO 120 centrifuge, Hettich®)
. 919MuANgUUNH (Water bath, memmert)
- AU -30 saralTed (freezer, SANYO)
) Lﬂ'%lauﬁu‘d'%mmmsﬁuqﬂﬁm (DNA thermocycler, eppendorf)
. A30INUUIATLE e T818nTNsIWETa (Gel Electrophoresis, BIO-RAD)

1ASpennen1niaa (Gel documentation, BIO-RAD)
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- winiuduzdome aneug Rutgers (dmsuldidu negative control wasiduiudn
GRYY))

10. fhethasdemaiiiidolisess Pepper chat fruit viroid (§mSulidu positive
control)

11. asiafleing 9 leun

11.1 goatndusagudmsuarinansiugnssuuuuesidue RNeasy® Plant Mini Kit
waz FavorPrep™ Plant RNA Purification Mini Kit

11.2 yoweulwsidmiuifinuiinaeniidulonuy one-step (SuperScript™ lil One-Step
RT-PCR System with Platinum™ Tag DNA Polymerase)

11.3 @19azan8 General Extraction Buffer (GEB)

11.4 @13azany CTAB (29%CTAB, 100Mm Tris-HCl pH 8.0, 20mM EDTA, 1.4M NaCl,
1% Na,SO,, 2% PVP-40)

11.5 @1sazane TE (10mM Tris-HCl pH 8.0, 1mM EDTA pH 8.0)

11.6 @15azay TBE

11.7 Chloroform:lsoamyl alcohol (24:1)

11.8 Isoprapanol

11.9 Lithium chloride

11.10 Ethanol

11.11 a1sazarglnsuasinanmig



11.12 wyozn1lsa (agarose gel)
11.13 a158audmouie (RedSafe™ Nucleic Acid Staining Solution)

11.14 @sazansfdueuinsgIu (Thermo Scientific™ GeneRuler 100 bp DNA
Ladder)
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1. ?mé’u%’a;gaLﬁé'sﬁ’ui’siaeﬁﬁﬁwﬁ’]awuwﬁamm WazITNNIMTININIRY Pepper chat
fruit viroid (PCFV) anniiu thénduiuamnduaneviglnaiwed telddmiunimseaeuie
lasews PCFVA Tuwdniuguzilame
2. fuppunsatne1didue (Total RNA) anwEn (seed)
2.1 mswssuaauzidewme
w3suLuanNuguzITomea (a18Wug Rutgers) 31U 3,000 Wén (sample size)
Tneuvadusiegnsges (sub sample) faegag 1,000 wan (ISF, 2015; ISPM 27, 2015) uay
frogadosas 250 win S1uau 3 feths Mty T hlvusldasBondenies
Ummfﬁ:ﬂﬁuﬁ (Tube Mill Control, IKA®) uagtinaisazaiy General Extraction Buffer (GEB) 7
Sasrdan 1:5 W) nadlidniu andueienasuuiuassiwdnsiuiy 8 nasuds fdl
553337 1 fie tomato leave (negative control) Tuaisazane GEB fisnsdn 1:2 (W)
553337 2 e seed sap (250 W)
N5533391 3 e seed sap (250 Wn) naufu PCAVd sap Usu1ns 100 lulasans
N551357 4 Ao seed sap (250 widn) waufu PCFVd sap U3inas 200 lulasdns
5533371 5 fie seed sap (1,000 W)
N553337 6 e seed sap (1,000 WAn) naufu PCFVd sap Usu1ms 100 lulasans
N551337 7 Ao seed sap (1,000 wién) naufu PCFVd sap U3uns 200 lulasdn
n551357 8 Ao PCFVd-tomato leave (positive control) Tuansazany GEB dnsdu
1:2 (w/v)

'3

VinEwme) : seed sap e asuwriuasednuiusemeluansazane GEB
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aa A

PCFVd sap #e théuluueidomaiidite PCFVd Tuansazans GEB fighsnaanu 1:2 (i)

ALY EsLIUaeIaAT 6 NT5HAS lUALTuNTaneSIOwenILITNIANe 9

2.2 M3anno5IoueAIBIBNITANS 9 T1uIU 4 T3 farelull
2.2.1 afno1518ueni83s CTAB m1u3sn15uad Scottish Agricultural Science

Agency (Jeffries and Tina, 2004)



1. dharsuvivasswdniuguzilomenausiuiuaisazaty CTAB (2%
CTAB, 100mM Tris-HCl pH 8.0, 20mM EDTA, 1.4M NaCl, 1% Na,SO; ez 2% PVP-40 e

Na,SO; wag PVP-40 Wiuneuldeuwminty) fensiaiu 1:1 (viv) waulmdniu (vortex mix)

a a

2. dnluunlugranuangamnil (water bath) el 65 asraLles

Y Y

a

Juan 30 wi mntuhluduwiesiianmss 13,000 seusewdl (rpm) Neaumgiiiesunu 5

9

Y9

3. QAYBAIMAIEINUY (supernatant) USuns 700 lulasins ldvaenlulag

a

Adlud Wuansazae Chloroform: isoamyl alcohol (24:1) Ysunms 700 lalasans wasl

i andudlddumiesiiennuss 13,000 rpm figungiiiesdunan 5 wid

Y

4. gavauvnalduuuyTuIng 500 lulasdns ldvaealulasiadlng iy
a15avang Chloroform: isoamyl alcohol (24:1) Usunns 500 lulasdans maulmdniuanndu

Wldunissfinnnands 13,000 rpm Agamgiiviesduial 5 wnd

U

5. gaveawadiuuulIing 400 lulasins Tdvaenlulasimdlnl uwdusy
ansavaty 5M NaCl USunns 0.5 winvesUSunnsansazane wagiiul Isopropanol (1Hw) Usuns
1 Whvesansazais wanlidrdulagsund -20 °C urutruau asanniuinluduimie

AIULEY 13,000 rpm Tigaungiiviosduiian 10 wndl

Y

6. \iUAILIDINYNOU YLNaTaNERNaUMEE1Saaty TE (10mM Tris-HCl
pH 8.0 Az 1mM EDTA pH 8.0) Mntuiivas 1% SDS U3uns 200 Tulasans waziiivans
5M NaCl USunns 100 lulasans wag Isopropanol (18w) Usues 300 lulasans waulidniu
w1 9 Inensnduvaeaudahlutiumisdiannngs 13,000 rpm @unan 10 widl

7. A199ENBUNI8 70% ethanol Usums 400 lulasans drluduwmiesi

(%

A2UL57 13,000 rpm 1Wuian 5 undl Aswesnal wazanagnauliuiis

8. azanunENaunIuIUTaNsNLUl nuclease Ysuas 100 lulasang

a

a1savaneflafe a1sazateensidwe (total RNA) ihlUfiusnwfiaamall -20 esrwaides
Winthluaiiunisnsraaeuludunausa by
2.2.2 @fna13518uULem1835 CTAB m1u35n15¥89 Boonham (Boonham et al.,

2002)



1. dharsuvivassudniuguzilomenansiuiuaisazaty CTAB (2%
CTAB, 100mM Tris-HCl pH 8.0, 20mM EDTA, 1.4M NaCl, 1% Na,SO; ez 2% PVP-40 e
Na,50; way PVP-40 Wuneuldauwing) fsasdin 1:1 (vA) waulidiu (vortex mix)

a

2. thlduslusemuaugumail (water bath) igaumadl 65 ssrwaidea
Huan 15 wadl anntuinansavane Chloroform:lsoamyl alcohol (24:1) U3u1ns 700
lulasams manlfdfuaniuiludunissdinnugs 13,000 rpm Wunan 15 wi

3. nuveLualIdInUL Usuns 600 lulasdng waziduans aM LiCl Usuns
1 whassansavane waslidrfunazuniiaamgil -20 °C uududy

a. drludumiesfiaanmda 13,000 rpm Huiaan 30 Wit iveeanad
USu1ns 400 lulasdans 1id 5M NaCl Usuns 100 lulasans wasiiy Isopropanol (1w)
3w 300 Tilasdns naulidfuwazund 20 °C Wunan 30 undi

5. W ludumiesfiannuisy 13,000 rpm Wwaan 10 wadt ivdiuves
AEnaULAZEIRZNOUFIE 70% ethanol Uums 400 lulasdns wdrilutumiesdinnusy
13,000 rpm tJurian 5 Wil NNt LA LAy nRzneuliLA

& !

6. aza1unvnNaUA8UIUTaNsAlULl nuclease Usu1ns 100 lulasdng

a

asavanedildfe ansazareeniidule (total RNA) dhluifiusnuiiigamad -20 esrwalTes
e lusuiunisasisaeuluduneusely
2.23afneo15tdutenieynaind 593U FavorPrep™ Plant Genomic DNA

Extraction Mini Kit (FAVORGEN)

1. dansuriuaeswdaiuduzilemanausanivaisazany FARB buffer 7
dngdu 1:1 (v/Av) waslildniu (vortex mix)

2. Unitgaumgiiieafuian 5 und anduldasly Filtter Column vinluiiu
wieafinaNaEs 13,000 sousiewndt (rpm) Wunan 1 und

3. AveawnaIdIuuL (supernatant) laaslunasnalulasiadlng Ysuns
400 lulpsans wdin 70% ethanol (1Hu) Usues 1w wanlidniu (vortex mix)

4. wvesuaildaslu FARB Mini Column U3uns 750 lulasans waainly
Humiesiienuidy 13,000 rom e 1 uit feveavan

5. 43 Wash Buffer 1 USu19s 500 lulasans warurludumisasnanui)

13,000 rpm tJuran 1 Wil Nevesvan



6. W@y Wash Buffer 2 Usunes 750 laulasans warinluduwieanainusy

(%

13,000 rpm tJutan 1 Wil Nevevan

7. \fial Wash Buffer 2 U3unss 750 lulasans udriiludumissiinnuny
13,000 rpm Huan 1 undl sveanan

8. Wluduiesfinnuida 13,000 sousieund Huan 3 urdt §1e spin

column Taadlunasnlulasindvasnlvd anntuiiy RNase-free water Usums 50 lulasans

[

epnadlUusIANINANLLUSY (Mmembrane) Aaialiuny 1w

9. W ludumieaniainusa 13,000 sousound Wuian 1 w1l veunald

a

1ifie anvazarsensiowe (total RNA) veamdaiuguzidewe 1iusnufigamgl -20 9

Y

wawdea wWinthlusdunisnsiaasulutunaussld
2.2.4 Msafine1siduemeyaaind 593U RNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN)

1. thanswuassdaiuguzilemanausuiutvimles RLT @ufuans 2-
mercaptoethanol ualnsuldnu) mediuing 1:1 (V) udaldaslu QIA shredder mini spin
column U3u1ms 700 lulasans

2. hludumieafinanuigs 11,000 seuseunit Wuan 2 unit arndufiu
vpauad Ysums 450 lulasans ldasluvasnauin 1.5 Jadansvasnlnid walfiuaisazaiy
absolute ethanol U31ms 1 wh waslsfdnfulnenisnduvasn 4-5 ase

3. gaveamarvisvualdadlu RNeasy mini spin column trlutuimiesd
AMuLEa 11,000 seustewit Wunan 1 wiit udasveavan

4. Gutived RW1 Usums 700 Tulasans whlutumissiinanusa 11,000
soustound! Wunan 1 udl wdhiweunan

5. Futvles RPE Usuaas 500 Tulasdns wiludumissfinanuda 11,000
soustound! Wunan 1 udl udhiseaman

6. WiuTNwles RPE Usuns 500 lulasdns waludumiesiinanuss 11,000
soustound! Wunan 1 udl udhiwewnan

7. il umiesfinauga 12,000 seuseundt Wutian 2 uiit e spin
column ldaslunasnvunn 1.5 Sadansvaonlua 91ntuliy RNase-free water U319 100
ulasans neenaslUusnafnaawsiusy (membrane) ssfisliuny 2 Wil

8. thlutumiesiinnnumda 11,000 seudound Wunad 1wt veanadild

a

Al d@19aga1891510We (total RNA) vewdniudusilawme inusnwifiaungll -20 a3m)

Y

IS Y o o a g.// !
waldud et luaiunisasivaeulutuneunsly



3. Ua15azaIeeI5owe (total RNA) veuudniuiuziewmeananalalunnagisnig u
Asrandlaseun PCFVd aiewnalia Reverse Transcription-Polymerase chain reaction
(RT-PCR) Tnenasonansosnusznaunssiolull

3.1 ansesAusznaulunisauiiuuisenivsunsaavine 25 lulasans el

11 (RNase-free water) Usuns 75  lulpsdng
d13azany 2X reaction mix buffer JTuns 125 lulasans
a13azany 10uM forward primer Usuns 1 lulasdng
a13a¥aie 10uM reverse primer J3uns 1 lulasdng
wuleyd SuperScriplll/PlatinumTag  U311#s 1 lulasang
a13azane total RNA J3uns 2 lulasans

3.2 oW uua1509AUseNaulsUsoswan Wrluiiuusuaduiudunglaefinue
TUSHASUNITINUA 9T

3.2.1 Wsunsudmsualnsiues NAD dail

fupoudl 1 cONA synthesis  flgamindl 45°C unan 30 il

%’umauﬁ 2 pre-denaturation ﬁqﬁwgﬁ 94 °C Juian 5 uil

funoudl 3 denaturation fgaungd 94 °C Uurian 30 Fundl

fupoudl 4 annealing* fgaungd 56 °C 1Uunian 60 Fundl

funoudl 5 extension figauvnd 68 °C 1Jua 60 Junil
y e

YFITURDUN 3 DITUNDUN 5 LTUI1UIU 40 SoU

Juneui 6 post-extension  Ngaunil 68 °C  tUurian 5 Wil

3.2.2 Wsunsudmiuglnsiues Pospil fiail

fupoudl 1 cONA synthesis  flgamndl 48°C  unan 45 il
Eﬂzumauﬁ 2 pre-denaturation ﬁqmwgﬁ 94 °C Juan 2 il
funoudl 3 denaturation flgaungd 94 °C Jurian 30 Junil
Funoudl 4 annealing flgaungd 62 °C Jurian 90 Fundl
funoudl 5 extension figauvnd 68 °C lunian 45 Junil
yhantuseudl 3 Sstumeudl 5 Wi 15 seu

funoudl 6 denaturation flgaungd 94 °C Uurian 30 Funil
funoudl 7 annealing figauvnd 59 °C  1Uwaan 90 il
Funaudl 8 extension flgaungd 68 °C  Uurian 45 Junil

F1TUNDUN 6 Detumaud 8 LWus1uIu 30 sOU



TJUnoUN 9 post-extension gl 68 °C \Juan 7 wiil

[

3.2.3 Wsunsudmsualnswes PC2 fall

fupoudl 1 cONA synthesis  flgamindl  48°C  unan 45 wfl

%umauﬁ 2 pre-denaturation Viqmwgﬁ 94 °C 1 Juan 3 uil

funoudl 3 denaturation figauvnd 94 °C Juwaan 30 Jundl

fupoudl 4 annealing fgauvn 56 °C WJuwan 45 3unil

funoudl 5 extension figauvnd 68 °C 1Uuwaan 60 Junil
b L s

YNFITUFDUN 3 DITUNDUN 5 LTUIUIU 35 58U

TJuneUT 6 post-extension  NgUNYH 68 °C Jua 5 wiil

3.2.4 TWsunsudmsualnswes PCFVd fall

Fupouil 1 cDNA synthesis figauvadl 45°C Punan 45 Wil

%’jumauﬁ 2 pre-denaturation ﬁqm‘wgﬁ 94 °C Juian 3 uil

funoudl 3 denaturation figaumind 94 °C Juwaan 30 Junil

funoudl 4 annealing figauvadl 58 °C Juwan 45 il

Funeudl 5 extension fgaungd 68 °C  tUurian 60 Funil
y o=

YNFITUFDUN 3 DITURNDUTN 5 LTUIUIU 35 58U

TJuURBUT 6 post-extension  NRUNYH 68 °C Jua 5 wiil

3.3 Lﬁa?:ufcj@msﬁ%ﬁuﬂﬁﬁ%m Uwdnfaaiadue (PCR product) 11951980Us873

\9adiamlalnsSTa (gel electrophoresis) el

3.3.1 w3eu 1.5% oxnilsawa tnedensesnilsa 1.5 nfu avangludines 0.5X
TBE Usunns 100 fiadans Taensiiaudeu sntunauansiondndue (Redsafe™ Nucleic
Acid Staining Solution) aslua1sazatglaaneun1siviag

3.3.2 dnandueindue Ysuas 10 lulasdns wauiu 6X loading dye USuns 2
lulasans ldasluaaiinienliuaglififuiennnsg s 100 bp DNA ladder Wusufisuluiaa
& antulinszudldihd 100 Taad Wunan 40 Wil

3.3.3 ayvdeunauidueneliuas UV faewedes gel documentation Jufinam
udlUmszviNg wazdwnegaiinszviasuiiinalelnasely

3.3.4 dmansineaduihedlemaluiSeuiisuivlugiuteyaves GenBank



4. nagoulszdnsnimvsunaila lnen1sduudausiloman1uisuinsgiuves ISTA
(International Seed Testing Association, 2017) ¥ luarinensidule wagyitn1snsIadounie

75115 RT-PCR udnsiadounamenaila Gel electrophoresis

n1stuiindaya

1. Sufinnmeaiiaaveananisnsaandolisesd PCFV Insnisifind3uimans
Wugnssuaemalla RT-PCR La31111n5I3d0UNan8tnAlla agarose gel electrophoresis
uazguaneldiuas UV feia3na Gel Documention

2. tufinuansnsranuidelasess PCFVd ainmsinsginmeieiaa
LauazEndl

Fudu ganau 2560 duan fuegneu 2562 (2 T)

#uilinnsAde

v a v

veslfjuansnauidenisinduiiy drinideimuiniseninuniiy nsulvinisinens

8. HALAZITAUNANIINAADY

1. innsAvdudeyaiierfiuhsessfidwharsuziemea wuithsesdianunsanelsaly
uzawaladseiunatesila lawn Potato spindle tuber viroid (PSTVd), Tomato apical
stunt viroid (TASVd), Columnea latent viroid (CLVd), Citrus exocotis viroid (CEVd),
Tomato chlorotic dwarf viroid (TCDVd), Mexican papita viroid (MPVd), Tomato planta
macho viroid (TPMVd), Pepper chat fruit viroid (PCFVd), Hop stunt viroid (HSVd),
Cucumber pale fruit viroid (CPFVd), Tomato bunchy top viroid (TBTVd) W @ ¢
Chrysanthemum stunt viroid (CSVd) Tuuseinalneiisresaunsasianulisess PCFVd 1Hu
pdausnlud wa. 2554 Tnsnsdmadedundomdluiiuiivgnuounuasnsludming s
nupdemAkaneN1THuLATZLATY (stunted) 9113t (necrosis) luBailea (distortion)
wazdlulinunf (discoloration) thlunsiageusmeinaiia Reverse Transcription-Polymerase
Chain Reaction (RT-PCR) wag@nwidmuilndlalnaudidiluiseuiisuiudeyaly GenBank
(Reanwarakorn et al., 2011) laglisees PCFVd %’ﬂagﬂmqﬁ Pospiviroidae Atid Pospiviroid
fanswugnssuduoididuie (RNA) Felvunedluuussana 348 daadlolnd wuadsusnlu
Uszimalusosuaus lulsadeuiiugnninmnu Jeilinandauaznisiataiivlnanas uay
aunsnanenenmsIsnawazaeeaiIunIamaals (Verhoeven et al., 2009) nsnsaaaeula
5086 PCFVd desorfemaiadudaliana ludagtuds mmsithuldfuegrasuwsvanelunis
nsrvaoutielisesdanvalsafiy Sdaefunaieis 1éfun afla RT-PCR (Reverse

Transcription-Polymerase Chain Reaction) +nA#d A RT-gPCR (Reverse Transcription-



Quantitative Polymerase Chain Reaction) hagtnaila RT-LAMP (Reverse Transcription-
Loop-mediated isothermal amplification) vJusiu tneusiazmafinisnisgniiuiviulduas

Wauielinisnsvdeueliseadamglsaisinnugndes 590157 wazwaugnundu Ty

'
v o v A

d 1Y ! a ad =3 Ay A v v = = ! o
Yz iuusazinaliaisnisnaziiven Jeres wagdednfanionamileunseunnsisiueanly
Aely N1sveaesddeluassiliudenldisnisuuy conventional RT-PCR lun1snsiaaeuls
o8¢ PCFVd wanuguzidowma osnduisnsndandinisdrsdisluninsgiunisnsiaaeu
(standard protocol) ¥09%a18 ¢ wias Lawn International Seed Federation (ISF), The
International Seed Health Initiative (ISHI), International Standards for Phytosanitary
Measures (ISPM) uaz EPPO Standards «Jusiu 3sglnswesnanunsaldlunisasinaeulisesd
PCFVd uiisiseauluvany 9 wnastudmeiuvaislnsues lnglun1s@nyiideaseiiozldy
Tnswes 91w 4 g (119199 1) Tunsesianelisess PCRV Tuwdniugueieme

2. Tuns@nu3deluassddisnsiildlunisadneisidueanubaiuguziewmaline i
Ve 4 3Fnsadn Usznaudae nsanneisiduevesiiviieansazale CTAB 41w 2 35
waznisafnensiduevesiivlaenisldgnaindniagudmsvainasiugnssuuuueisidue
31U 2 35 nnsasrvaevdudinunenlsdlngiues NAD (A wi 1) wuldl f79819919 8

adad o = 2 o & = Y aa ax
N35u38Naine15d U INUAAN UL T RIMAAI8T CTAB @1135015¥09 Boonham
(Boonham et al., 2002) T%Han15a539@80U1510UBBY Nad5 gene (NADH dehydrogenase
subunit 5) iadaue Usnguausuuesdudmvunsegndmau Fadunisusiinisnisada
[ 1 % [ § @ A 14 1 a
AananIlinaveInsainensidueveIiylaee19

3. \Wean9aza1891510weve 8 nssuisNanalaainis 4 35013 sauviaiun 32
feg19en5awe wnniunisasianidielisesd PCFVd meglnsiwesinuiu 3 ¢ toun glns
13 Pospil, Alnsiues PC2 uaz Alnsiwes PCFVd wui1 ensiduefininnisaiaeiaeds CTAB
(Boonham et al., 2002) Usinguauwunvesgudmungluia 3 dlwsiwes (0w 2, 3 uaz 4)
lnsalnswesnlinan1snsiraeuiigniesasdnaude dlnswes PC2 wag PCFVd (nwi 3

= s & Ay v Y = aag v & ¢
waz 4) luveiiansazatorsidueiilaainnisadaludn 3 Fnani1snsranuvelisosn
PCFVd tJuuan (positive result) fuglnsiues PC2 waz PCFVd wawizlunssuds 8 PCFVd-

tomato leave (positive control) 1t (ATWiA 3 was 4)
4., ﬁﬁ'ﬁmiaﬁmmiﬁuwuazv-jlWiLm%‘ﬁlﬁmamim’maaul’siaaﬁ PCFVd fia7ian lawn

q

Msafine138weie3s CTAB (Boonham et al., 2002) wawgtnsiiesinuiu 3 ¢ laun 1.4lns

s = A

WS NAD 2.glwsiues PC2 uay 3.glnsiwes PCFVd wldlunisasivaeuimaniudusiemei

]

= o ¥ J A A & s a v [y @ v 6w
UNTUNVIINANIUTELNA LWE)G]?’JQM']’JWZJL‘U@I’]%]EJ@ PCFVd AL 1AULHAANUTAINEAT

3
[V Y

wisld uazldlunisnasusewdniuduziliomaininisuasaaindiolisess PCFVd suviedy



10U 31 59901715 (5199 2 waz 3) WU NaN1IRTIVERUWAATUSUZTBWATA 31 318N13

tulinwuiwelisess PCFV Tuwdaiuguzilameninan (ansiei 4)

9. agUNaNTIINARRILAT TaLEUBLUY

Mndseivhmsanuiluadedl luhdedes mstauniinisnsitedode Pepper
chat fruit viroid (PCFVd) Tulw@eusuzidoma wuin Bmsivanzauiiagihnldlunsade
915ueNAT UGz IIA Ao N13aiRRI875 CTAB (Boonham et al., 2002) ka3
as29vnIaolasess PCFVd daewmnaila Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction
(RT-PCR) Tngldglnsimasdiuiu 3 g laun glwsiues NAD, alusiues PC2 uavelnsiues
PCFvd Tnanisnsaaeuditaiauuazaude annsohlvldfuauluiesyfodnsmdunu

Usednlaegsfilasinungay

10. msilulduselovi

annsntumeuLarisnsfildannsnuiteluedel TUldlunsesamidelsesd
PCFVd fionafnuniuludaiiuguzidemaifinisidmnaindsuszima wazannsaldlunis
nrrasusesnisasnainidelasesd PCPVd lulwdaiusuzidemaniuioulvvosUssing
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wananzdusanileuniavasdsznalng. a1vunaluladdinmnuns a1a3w
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USiwwg sanigauniad Tuiisy asvesds nigaun 23e3vell wazduiiy f3e0R. 2555. n1s

AS2AANANNLYD Columnea latent viroid (CLVd) NAMEUAUIAANUSUZDmAN

9
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UND191NA9USLNA. S1897UNANUITEUTEANT 2555 d1nITenmuIn1sensnuIn.

ASUIVINTNBAT. 1 1859-1889.



ARUIEN 11971 Adlellnd WiseeyIsINT aiwil 03905550 warsyll 8eUseys. 2550, HanTENU
souzdomeiugnIsdfiina1nide Columnea latent viroid. asanslaafiv. T4 21
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13. AIANUIN
1. a9AUsTNOUVRSASLAY
1.1 @19aza1y General Extraction Buffer; 1X GEB
GEB powder (agdia®) U 165 N3y
Tween-20 U 10 Uadans

USuUsunnsameunauiesinageliasu 500 Nadans



1.2 @19a¥a1® 2% CTAB Usu1ms 100 Jadans Usenausie

10%CTAB JTuns 8 Uaddns
1M Tris-HCl pH 8.0 U3ums 4 Tagans
0.5M EDTA Usuns 1.6 Uaddng
5M NaCl JIuns 11.2  Uadans
19% Na,SOs; U 04  n3u
2% PVP-40 U 08  nu

Jsudsumsametnnauieenaialiasu 40 Jadans

1.3 @15avane 5X TBE

Tris base AU 54 AU
Boric acid U 275 A5y
0.5M EDTA (pH 8.0) U3ums 20 1aans

YSuUSunnsameuinauileenaeliasu 1,000 1adans

1.4 @19azaie TE USU9s 40 Haaans Usenaume

1M Tris-HCl pH 8.0 U3ums 0.4  dadams
0.5M EDTA (pH 8.0) J3unsg 0.08 Uaddns
USudsumsietnnduilendeliasu 40 fiadans
M3edl 1 waviBunavesudazelnsues
Primers Nucleotides (5’ ---> 3’) Target Reference
NAD Nad5-F: GAT GCT TCT TGG GGC TTCTTG TT Nad5 gene Menzel et al.,
Nad5-R: CTC CAG TCA CCA ACATTG GCA TAA (NADH 2002
dehydrogenase
subunit 5)
Pospil | Pospil-FW: GGG ATC CCC GGG GAA AC CEVd, CSVd, Irvd- | Verhoeven et al.,
1, MPVd, PCFVd, | 2004




Pospil-RE: AGC TTC AGT TGT (T/A)TC CAC CGG | PSTVd, TASVd, ISPM 27 (2015)
GT TCDVd uay
TPMVd
PC2 cPC2: TGT TTC WRC DGG GAT TAC TCC TG CLVd, MPVd, Tangkanchanapas
hPC2: GGG TTT TCACCC TTC CTT TC PSTVd, et al., 2005
TASVd, TCDVd,
TPMVd
PCFVd | PCFVd-FW1: GGT CTAGAC CCT TCC TTT CTT PCFVd Verhoeven et al.,

CGG GTT TCC
PCFVd-RE1: GAA AAC CCT GTT TCA GCG GGG
AT

2009




a = & o =~ o v Ao & s
M1919N 2 3']8'&33LaEJ@LﬂJa@WUﬁqﬂJ%LSU'E]L'V]ﬁuqL°U'TVW]’]ﬂqimﬁjﬁ]a@ULsﬁavbiaﬁlﬂ PCFVd

\auiisu Fudt usEmgfiinda WWaSNILLA Ywtin

Im.1259 17 .p. 61 | U910 @81 Ta South Africa 14.72 nn.
Im.1277 | 19 a.A. 61 | U.BaY 1aan @ Philippines 18.67 nn.
Im.1530 | 25 85.A. 61 | U.L3els T China 40.17 nn.
Im.1539 | 26 5.A. 61 | U.8a% 1@ T India 227.55 nn.
Im.23 35.0. 62 | U.8a% 1@ I Philippines 200 nn.
Im.38 14 3.a. 62 | v.dauguld elaus | India 12.89 nn.
Im.59 16 1.a. 62 | v.dauguld elaus | India 14.08 nn.
Im.62 17 w.A. 62 | U.8a% 1@ @n India 104.5 nn.
Im.66 21 1.a. 62 | U.8av 1l Tn India 25.65 nn.
Im.92 4 AW, 62 | U.Dan an Ia Philippines 378.2 nn.
Im.97 9 AN, 62 | V.WINAT @813 B India 40 nn.
Im.184 11d.a. 62 | vIdeld T China 28.83 nn.
Im.195 11 8.0, 62 | v.g0fi-Ing Hong Kong | 350.118 n.
Im.277 2 1y, 62 | vlaulia ¥ India 15 nn.
Im.297 10 1.8, 62 | vaeusuld newaus | India 20.27 nn.
Im.335 | 23y, 62 | usouruls euaua | India 21.47 nn.
IMm.339 | 23 .8, 62 | U.daY 1an @ Philippines 20.55 nn.
Im.474 18 W.A. 62 | U.DaY 1IN ¥ India 151.40 nn.
Im.517 30 W.A. 62 | UUIWAAS India 407.9 nn.
Im.662 8.8, 62 | vsouwuld neuaus | India 149.90 nn.
Im.680 12 3.8, 62 | U.gURAUN India 50.00 nA.
Im.811 13 n.A. 62 | Udouwuld enaus | India 57.53 nn.
Im.818 13 n.A. 62 | Udouwuld enaus | India 25.96 nn.
Im.902 2 8.0, 62 | Ul 10U lnad India 24.55 .
Im.994 20 @.n. 62 | U.dlaLas In Netherland | 100.00 nn.




a = & o =~ ' A o & s
M1919N 3 3']8'&33L@EJ@LﬂJa@WHﬁqﬂJ%LSU'E]Lmﬁﬂ\iaaﬂmﬂqﬂqimﬁj'ﬂa@llLGUE]bL'JﬁaEJ@ PCFVd

@uiisu Fudt uSumngdeaan Uszeuanemas | thain

Ex.906 331.p. 62 | Usouwuld neuaus | South Korea 3.284 nn.
Ex.1104 | 11 §.A. 62 | U.du winiug South Korea 6.3 NN,
Ex.2579 | 24 w.A. 62 | vaouwuld euaus | South Korea 11.90 nn.
Ex.2623 | 27 w.A. 62 | u.ansu Inas South Korea 99.36 .
Ex.2854 | 10 fl.8. 62 | U3 wlnwug South Korea 13.50 nn.
Ex3130 | 24 w.a. 62 | ulalse South Korea 43.95 nn.




M13199 4 wan1snTIRaeuLielisess PCFVd mewaila RT-RCR lngelnsiuesinuiy 3 4

sy NaN13AIIAERURWALA RT-PCR KansATIRdauLalITess PCFVd
Nad5-F / cPC2/ PCFVd-FW1 /
Nad5-R hPC2 PCFVd-RE1
Im.1259 + - - _
Im.1277 + - - -
Im.1530 + - - -
Im.1539 + - - -
Im.23 + - - -
Im.38 + - - -
Im.59 + - - .
Im.62 + - - -
Im.66 + - - -
Im.92 + - - ;
Im.97 + - - -
Im.184 + - - -
Im.195 + - - .
Im.277 + - - -
Im.297 + - - -
Im.335 + - - -
Im.339 + - - _
Im.474 + - - -
Im.517 + - - -
Im.662 + - - _
Im.680 + - - -
Im.811 + - - -
Im.818 + - - _
Im.902 + - - -
Im.994 + - - -
Ex.906 + - - -
Ex.1104 + - - -
Ex.2579 + - - -




Ex.2623 + - - -

Ex.2854 + - - -

Ex.3130 + - - -

e + Ao WikauIn (positive) iun13nsIadey, - As Tinaau (negative) funsnsIvaey

Al 1 msesisaeuNan s isySInETugnIIdeglnames NAD Tuiegudaiugusifomai
afinendiduie (total RNA) % 4 35 dhewmedla cel electrophoresis Tngld 29% aznlsalaanay
fuansoudmsule (RedSafe™ Nucleic Acid Staining Solution) sBuivanefivunaussanas
150 bp
Tae?l ynelaw 1, 20, 21 uay 40 Ao MBueLRIFIU (GeneRuler 100 bp DNA Ladder)

WneaY 2 fie ansiuevesNdaiuiuzlemAUnd (negative control)

vaneay 3 uay 4 fio o15ifuevenudaiusundomaifidolisosd PCFVd (positive
control)

MeaY 5-12 fie n1sanaiels CTAB (effries and Tina, 2004)

MUBLAY 13-19 Wag 22 fip N13ainniels CTAB (Boonham et al., 2002)

gAY 23-30 Ais n1sadnensiduemeyaarind5azy FavorPrep™ Plant Genomic
DNA Extraction Mini Kit (FAVORGEN)

e 31-38 fis nsainensuemeyaaindsazu RNeasy Plant Mini Kit
(QIAGEN)

nuneLa 39 Ae U1 (blank; negative control)



AW 2 MseTIREeUNAN S RIUSIM stugnITIdeglnsiues Pospil lusegnaudniususdemed
afinendidue (total RNA) e 4 35 dhewmeila cel electrophoresis Tngld 29% eznlsalaanay
fuansdoudmsule (Redsafe™ Nucleic Acid Staining Solution) 3sBuimanefivunaussana
196-228 bp
Tagfl vaneas 1, 20, 21 uag 40 fe AduieannIgIu (GeneRuler 100 bp DNA Ladder)

PUN8LAY 2 A 13”1 (blank; negative control)

ey 3 fie ansduevesNaatuGuzTamAUN (negative control)

gAY 4-11 Ao n1sanaieds CTAB (effries and Tina, 2004)

LAY 12-19 Ao N3annMe35 CTAB (Boonham et al., 2002)

yanBiaY 22 uay 23 Ao 915Buevesudaiusiy Bomadifidolasens PCFV (positive
control)

e 24-31 fis n1sainensiduedmeyaarindsazu FavorPrep™ Plant Genomic
DNA Extraction Mini Kit (FAVORGEN)

WneaY 32-39 fie n1sainensiduedmeyaaindsazyu RNeasy Plant Mini Kit
(QIAGEN)



AWl 3 uanmamsnTreUMsiUSnua g ssdeglnaes PC2 lufedandatugunie
wATafne13Eue (total RNA) v 4 38 femnila gel electrophoresis Tnegld 2% anlsaiaa
naufuansdiondasuie (RedSafe™ Nucleic Acid Staining Solution) #afuithwneivunn
Uszanad 370 bp
Tagfl vaneas 1, 20, 21 uag 40 fe AduieanIgIu (GeneRuler 100 bp DNA Ladder)

PUYLAY 2 A 13"1 (blank; negative control)

WneLay 3 fis o15duevstLaniuduslameaUnd (negative control)

e 4-11 Ao n1sanafels CTAB (effries and Tina, 2004)

MNELaY 12-19 Aw N15ananIe3s CTAB (Boonham et al., 2002)

yanBiaY 22 uay 23 fie 915uevesudaiusiy Bomadifidolasens PCFV (positive
control)

wneay 24-31 fis n1sadnensidueseyaatind5agu FavorPrep™ Plant Genomic
DNA Extraction Mini Kit (FAVORGEN)

e 32-39 fie n1sainensluedmeyaaindsazyu RNeasy Plant Mini Kit
(QIAGEN)



AWl 4 wansaMInTIdeUNaN Bt S sugnsudeg nawes PCFVd lushoghaudn
Wuguzdemafiadine1fiiuie (total RNA) W 4 33 frewnaila gel electrophoresis Tngld
2% pznlsavanauivastoudmsue (RedSafe™ Nucleic Acid Staining Solution) &v8u
Wwnedivwinuszana 350 awa (bp)

Tagfl vaneas 1, 20, 21 uag 40 fe AduieannIgIu (GeneRuler 100 bp DNA Ladder)
PUN8LAY 2 A 13"1 (blank; negative control)
ey 3 fie anslduevesNaatuGuzlamAUNR (negative control)
wnelay d-11 fs Msafneieds CTAB (effries and Tina, 2004)
MELAY 12-19 Ao N13annme35 CTAB (Boonham et al., 2002)
yanBiaY 22 way 23 e 915iuevenndniuiuzidowmaiifidolsesd PCFVd
(positive control)
e 24-31 fis nsainensiduemeyaarind 593U FavorPrep™ Plant
Genomic DNA Extraction Mini Kit (FAVORGEN)
WneaY 32-39 fie n1sainensiduedmeyaaindsazyu RNeasy Plant Mini Kit
(QIAGEN)



	1. สืบค้นข้อมูลเกี่ยวกับไวรอยด์ที่เข้าทำลายมะเขือเทศ และวิธีการตรวจวินิจฉัย Pepper chat fruit viroid (PCFVd) จากนั้น นำลำดับเบสมาสังเคราะห์ชุดไพรเมอร์ เพื่อใช้สำหรับการตรวจสอบเชื้อไวรอยด์ PCFVd ในเมล็ดพันธุ์มะเขือเทศ
	2. ขั้นตอนการสกัดอาร์เอ็นเอ (Total RNA) จากเมล็ด (seed)
	2.1  การเตรียมเมล็ดมะเขือเทศ
	เตรียมเมล็ดพันธุ์มะเขือเทศ (สายพันธุ์ Rutgers) จำนวน 3,000 เมล็ด (sample size) โดยแบ่งเป็นตัวอย่างย่อย (sub sample) ตัวอย่างละ 1,000 เมล็ด (ISF, 2015; ISPM 27, 2015) และตัวอย่างย่อยละ 250 เมล็ด จำนวน 3 ตัวอย่าง จากนั้น ชั่งน้ำหนักแล้วนำไปบดให้ละเอียดด...
	กรรมวิธีที่ 1 คือ tomato leave (negative control) ในสารละลาย GEB ที่อัตราส่วน 1:2 (w/v)
	กรรมวิธีที่ 2 คือ seed sap (250 เมล็ด)
	กรรมวิธีที่ 3 คือ seed sap (250 เมล็ด) ผสมกับ PCFVd sap ปริมาตร 100 ไมโครลิตร
	กรรมวิธีที่ 4 คือ seed sap (250 เมล็ด) ผสมกับ PCFVd sap ปริมาตร 200 ไมโครลิตร
	กรรมวิธีที่ 5 คือ seed sap (1,000 เมล็ด)
	กรรมวิธีที่ 6 คือ seed sap (1,000 เมล็ด) ผสมกับ PCFVd sap ปริมาตร 100 ไมโครลิตร
	กรรมวิธีที่ 7 คือ seed sap (1,000 เมล็ด) ผสมกับ PCFVd sap ปริมาตร 200 ไมโครลิต
	กรรมวิธีที่ 8 คือ PCFVd-tomato leave (positive control) ในสารละลาย GEB อัตราส่วน 1:2 (w/v)
	หมายเหตุ : seed sap คือ สารแขวนลอยเมล็ดพันธุ์มะเขือเทศในสารละลาย GEB
	PCFVd sap คือ น้ำคั้นใบมะเขือเทศที่มีเชื้อ PCFVd ในสารละลาย GEB ที่อัตราส่วน 1:2 (w/v)
	หลังจากนั้น นำสารแขวนลอยเมล็ดทั้ง 6 กรรมวิธี ไปดำเนินการสกัดอาร์เอ็นเอตามวิธีการต่าง ๆ
	2.2  การสกัดอาร์เอ็นเอด้วยวิธีการต่าง ๆ จำนวน 4 วิธี ดังต่อไปนี้
	2.2.1 สกัดอาร์เอ็นเอด้วยวิธี CTAB ตามวิธีการของ Scottish  Agricultural Science Agency (Jeffries and Tina, 2004)
	1. นำสารแขวนลอยเมล็ดพันธุ์มะเขือเทศผสมร่วมกับสารละลาย CTAB (2% CTAB, 100mM Tris-HCl pH 8.0, 20mM EDTA, 1.4M NaCl, 1% Na2SO3 และ 2% PVP-40 โดยที่ Na2SO3 และ PVP-40 เติมก่อนใช้งานเท่านั้น) ที่อัตราส่วน 1:1 (v/v) ผสมให้เข้ากัน (vortex mix)
	2. นำไปบ่มในอ่างควบคุมอุณหภูมิ (water bath) ที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นนำไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที (rpm) ที่อุณหภูมิห้องนาน 5 นาที
	3. ดูดของเหลวส่วนบน (supernatant) ปริมาตร 700 ไมโครลิตร ใส่หลอดไมโครทิวป์ใหม่ เติมสารละลาย Chloroform: isoamyl alcohol (24:1) ปริมาตร 700 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน จากนั้นนำไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 rpm ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที
	4. ดูดของเหลวส่วนบนปริมาตร 500 ไมโครลิตร ใส่หลอดไมโครทิวป์ใหม่ เติมสารละลาย Chloroform: isoamyl alcohol (24:1) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันจากนั้นนำไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 rpm ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที
	5. ดูดของเหลวส่วนบนปริมาตร 400 ไมโครลิตร ใส่หลอดไมโครทิวป์ใหม่ แล้วเติมสารละลาย 5M NaCl ปริมาตร 0.5 เท่าของปริมาตรสารละลาย และเติม Isopropanol (เย็น) ปริมาตร 1 เท่าของสารละลาย ผสมให้เข้ากันและบ่มที่ -20  C นานข้ามคืน หลังจากนั้นนำไปปั่นเหวี่ยงที่ความเ...
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