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ONSOZz

Insan saglig1 iizerindeki ciddi etkileri ve saglik sistemlerinde yol agtign biyilk zorluklar
nedeniyle kiresel 6lcekte SARS, domuz gribi ve son olarak COVID-19 salginlari, viral
kaynakl1 patojenlerin hizl1 ve giivenilir teshisinin 6nemini bir kez daha gozler oniine sermistir.
Bitkiler, hayvanlar ve insanlar tUzerindeki bu tur patojenlerin hizli tanimlanmasi, salginlarin
kontrol altina alinmasinda kritik bir rol oynamaktadir. Son yirmi y1l i¢erisinde, diinya genelinde
yeni bitki virQs turlerinin ve irklarinin ortaya ¢ikisinda belirgin bir artig goriilmektedir. Bu tr
viral etmenlerin tarimsal ekosistem i¢inde dogru teshisi, miicadelenin en temel unsurlarindan
biridir.

Bu rehber, 2014 ve 2015 yillarinda sirasiyla Israil ve Urdiin'de domates iiretim alanlarinda tespit
edilen, daha sonra hizla yayilip bes kitada yaklasik 40 iilkede goriilen Domates Kahverengi
Burusuk Meyve Viriisii (Tobamovirus fructirugosum; Tomato brown rugose fruit virus;
ToBRFV)’niin teshis parametrelerini kapsamaktadir. Rehber, ToBRFV teshisi yapan
laboratuvarlar arasinda kullanilan analiz yontemlerinden kaynaklanan farkliliklari ortadan
kaldirmayi, metot birlikteligi saglamay1 ve uluslararasi standartlara uygun bir dogrulama
(verifikasyon) rehberi olusturmay1 amaclamaktadir.

ToBRFV, 6zellikle domates ve biber gibi ekonomik degeri yiliksek tarimsal iiriinlerde yaygin
olarak goriilmekte ve 6nemli {iretim kayiplarina neden olmaktadir. Son yillarda bu viriisiin
yayilimi, tarimsal ekosistemlerde ciddi tehditler olusturmus ve etkili yonetim stratejilerinin
gelistirilmesini zorunlu hale getirmistir. Viriisiin hizli yayilimi1 ve olusturdugu etkiler nedeniyle
dinya genelinde ¢esitli Onlemler alinmistir. Bu 6nlemler arasinda tilkemizin de bagli oldugu
Avrupa ve Akdeniz Bitki Koruma Orgiitli (European and Mediterranean Plant Protection
Organization; EPPO), Ocak 2019'da ToBRFV’yi Alarm Listesi’ne eklemis, ardindan Mart
2019'da Bitki Sagligi Onlemleri Panelinde Zararl Risk Analizi (ZRA) igin en yiiksek éncelikli
organizma olarak dnermistir.

Bu kapsamda, Ulkemizde de ilk kez 2019 yilinda Antalya’nin Demre ilgesinde tespit edilen
ToBRFV igin cesitli koruyucu tedbirler alinmistir. Bu tedbirler dogrultusunda, Genel
Miidiirligiimiizlin talimatlar1 ile Hizli ZRA hazirlanmis ve ToBRFV’nin Bitki Karantinasi
Yonetmeligine eklenmesi 6ngoriilmiistiir. Ayrica, etmen i¢in zaman kaybedilmeden Siirvey
Talimat1 hazirlanarak iilke genelinde 81 1l Tarim ve Orman Miidiirliigii'ne dagitilmustir. Ulke
icinde alinan bu tedbirlere ilaveten ToOBRFV nin sinir kapilarindan girisini 6nlemek amaciyla
ilgili uzmanlarinimn katilimiyla diizenlenen toplantilarda metot birlikteligi ¢aligmasi yapilmustir.
ToBRFV’nin teshisinde EPPO iiyesi iilkeler Uluslararast Tohum Federasyonu (International
Seed Federation; ISF) ve yine EPPO’nun yayinladig1 teshis protokollerini kullanmaktadir.
Sunulan bu rehber, mevcut uluslararasi protokollere dayanarak Bakanligimizin ithalat/ihracat
ve yurt i¢i kontrollerinde yapilacak laboratuvar analizlerinin gecerliligini saglanmayi, tarimsal
tiretimde giivenligi artirmay1 ve siirdiiriilebilir hastalik yonetimi stratejilerinin gelistirilmesine
onemli katkida bulunmay1 hedeflemektedir.

Rehberin hazirlanmasinda emegi gegcen Tarimsal Arastirmalar ve Politikalar Genel
Midirligi’ne bagh Arastirma Enstitiisii Midiirliiklerindeki tiim arastirmacilara, Genel
Miidiirligiimiize bagh ilgili Laboratuvar Miidiirliiklerindeki uzman personellerimize ve katki
sunan diger tiim c¢alisanlarimiza tesekkiir ederim. Calismalarimizin, TOBRFV nin tespiti ve
mucadelesinde etkili stratejilerin gelistirilmesine, dolayisiyla tarimsal iiretimde verimliligin
artirilmasia 6nemli katkilar saglayacagina inaniyorum. Bu metodun ilk olmasi sebebiyle
bundan sonra yapilacak ¢aligmalara 6rnek teskil etmesini ve hayirli olmasini temenni ediyorum.

Dr. Ersin DILBER
Gida ve Kontrol Genel Mudiira
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CaTa28 ve CSP1325 primerleri kullanilarak validasyonu ISF tarafindan gergeklestirilmis
ToBRFV RT-qPCR analiz yontemi igin,

v" Uluslararas1 Tohum Federasyonu’nun (International Seed Federation; ISF) “Domates ve
Biber Tohumlarinda Domates Kahverengi Burusuk Meyve Virlsi (Tomato brown rugose
fruit virus; TOBRFV) Tespiti (2019)”,

v Avrupa ve Akdeniz Bitki Koruma Orgiitii’niin ((European and Mediterranean Plant
Protection Organization; EPPO)
“PM 7/146 (2) “Domates kahverengi burusuk meyve viriisii (Tomato brown rugose fruit
virus; ToBRFV) (2022)” ve

- PM 7/98 (5) “Specific requirements for laboratories preparing accreditation for a plant
pest diagnostic activity”

v" Eupresco Project, (2021). “Validation of molecular tests for the detection of tomato brown
rugose fruit virus (ToBRFV) in seed of tomato and pepper” teshis standartlarina gore;
Analizi uygulayacak olan kullanici laboratuvarlarin verifikasyon ¢aligsmasi yapilabilmesi

amact 1ile verifikasyon rehberi niteligi tasiyan deneysel basamaklarin aciklanmasi

amaclanmaktadir.

2. KAPSAM
Tomato brown rugose fruit virus (ToBRFV)’iin RT-gPCR ile tespitinde kullanilan, CaTa28
ve CSP1325 primerleri ile tohum analizlerinin dogrulama basamagi olarak kullanilan Menzel&
Winter 2021 primerlerinin bu prosedir de agiklanan verifikasyon basamaklari,
a. Analitik hassasiyet (LOD Calismalari)
b. Analitik 6zgiilliik (kapsayicilik ve miinhasirlik)
Tekrarlanabilirlik

d. Tekrar Uretilebilirlik galismalarin1 kapsamaktadir.

3. KULLANILAN TANIMLAR ve KISALTMALAR

DLVd: Dahlia latent viroid OR: Ornek Numune

EPPO: European and Mediterranean Plant

Protection Organization PAC: Pozitif Amplifikasyon Kontroli

Fw: Forward primer PIC: Pozitif Izolasyon Kontrolii
ISF: International Seed Federation Pr: Prob
LOD: Limit of Detection RNA: Ribonikleik asit
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RT-PCR: Reverse Transkriptaz - Polimeraz

mL.: mililitre Zincir Reaksiyonu

pL: mikrolitre RT-gPCR: Real Time RT-PCR

MM: mikromolar Rv: Reverse primer

NTC: Negatif Template Kontroli SgMV: Squash mosaic virus

Nng: nanogram ToBRFV: Tomato brown rugose fruit virus

NIC: Negatif izolasyon Kontrolii

4. GUVENLIK ve SAGLIK UYARILARI

4.1. Laboratuvarda yapilan tiim calismalar sirasinda mutlaka eldiven kullanilmalidir. Ozellikle
numunelere direkt temas durumunda olunan c¢aligmalarda her numune gegisinde eldiven

degistirilmesi 6nemlidir.

4.2. Soliisyonlar uygun miktarlarda boliiniip kullanim miktarlarinda ayr1 ayri tiiplere konularak
laboratuvardaki diger reaktiflerden ayri olarak muhataza edilmelidir.

4.3. Nikleaz icermeyen (nuklease/free) laboratuvar malzemeleri kullanilmalidir (6rn. Pipetler,
pipet uclari, eldivenler, reaksiyon tiipleri).

4.4. Numune ve reaktiflerin ¢capraz kontaminasyonunu dnlemek icin aerosol 6nleyici yeni pipet
uglar1 kullanilmalidar.

4.5. Reaktiflerin kontamine olmasin1 engellemek icin stok soliisyondan ¢aligmak yerine her
defasinda yeni temiz bir tiip kullanilmalidir.

4.6. Ependorf tuplerin yiizeyine dokunulmamali ve tiipler daima eldivenli olarak pensle
alimmalidir.

4.7. Capraz kontaminasyon ve analizlerin dogrulugu agisindan tiim ¢aligmalarda filtreli pipet
uclar1 kullanilmalidir. Izolasyon, PCR karisimi ve niikleik asit ilavelerinin yapildig
boliimlerin tamaminda farkl: pipet setleri yer almalidir.

4.8. RNA izolasyonunun yapildigi ¢alisma alani ile PCR hazirliklarinin yapildigi ¢alisma
alaninin ayrilmasi gerekmektedir.

4.9. Capraz kontaminasyonu engellemek icin, plate tzerine 6rnek ve negatif kontroller
konulduktan sonra pozitif kontrol konulmalidir.

4.10. Calismada insan sagligina zararli olabilecek kimyasal maddelerin (B-mercaptoethanol
vb.) ¢eker ocak gibi giivenlik ekipmanlari ile kullanilmalidir.

4.11. Calismalarda is glivenligini etkileyebilecek kimyasal ya da farklt malzemeler (s1v1 azot)

kullanilacak ise koruyucu ekipmanlar kullanilmalidir.
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5. ALET/EKIiPMAN ve AKSESUARLAR

5.1. FAM, VIC/HEX, ROX, Texas Red ve Cy5 deteksiyonuna uyumlu Real Time PCR cihazi.
5.2.  Biyoguvenlik kabini

5.3. Vorteks.

5.4.  Mini santrifuj.

5.5.  Standart masa tstt mikrosantriftj.

5.6. Masalstu Plate santrif(j.

5.7. Mikropipetler.

5.8.  Steril tek kullanimlik, filtreli, nucleaz icermeyen, aerosol’e dayanikli pipet uglari.
5.9. Siipernatant ve kimyasal hazirliklar i¢in steril reaksiyon (eppendorf vb.) tlipleri.
5.10. Real time PCR uyumlu strip tiipler ve strip tiip kapaticilar.

5.11. Real time PCR uyumlu plate ve “seal” ad1 verilen seffaf plate kaplayici.

6. KIMYASAL MADDELER VE KONTROLLER

6.1. Yapilacak olan real time ¢alismasina uygun Real-time PCR master miksi.

6.2. ISF ve EPPO protokollerinde 6nerilen primerler Enza Zaden BV (The Netherlands)
tarafindan gelistirilen CaTa28 primerler/probu, CSP Labs (ABD) tarafindan gelistirilen
CSP1325 primerler/probu ve Naktuinbouw (NL) tarafindan gelistirilen BaCV
primerler/probu kombinasyonuna dayanmaktadir. Tohum analizlerinin TOBRFV pozitif
tespit edilmesi halinde, EPPO dogrulama testi Onermektedir. Buna gore dogrulama
analizlerinde EPPO PM 7/146 (2)’de yer alan Menzel & Winter, 2021°de belirtilen
ToBRFV gsl ve ToOBRFVqas2 primerleri ile TOBRFVpl probu verifikasyon ¢alismasina
dahil edilmistir. Verifikasyon prosediiriinde kullanilan primer prob setleri Cizelge 1

belirtildigi gibidir.
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Cizelge 1. ISF ve EPPO Protokollerinde Onerilen ve Verifikasyon Calismalarinda Kullanilacak
Primer ve Prob Setleri

PRIMER ADI SEKANS DiZziSi KAYNAK
Call a2 5/ GGT GGT GTC AGT GTC TGT TT/ 3’
Forward
Calla29 5/ GCG TCC TTG GTA GTA ATG TT/3 ISF 2019
Reverse
CaTa28 , ,
S 5/ 6FAM/AGA GAA TGG AGA GAG CGG ACG AGG/BHQ1/ 3
CSP1325 5/ CAT TTG AAA GTG CAT CCG GTT T/ 3’
Forward
CSP1325 5/ GTA CCA CGT GTG TTT GCA GAC A/ 3’ ISF 2019
Reverse
CSP1325 y BHOL 3
i 5/ VIC — ATG GTC CTC TGC ACC TGC ATC TTG AGA /BHQ1/ 3
SrCY CGA TGG GAA TTC ACT TTC GT
Forward
BaCV
AAT CCA CAT CGC ACA CAA GA ISF 2019
Reverse
g?ggg TXR/ CAA TCC TCA CAT GAT GAG ATG CCG / BHQ2
TOBRFVIGsl | o/ o AA TCA GAG CAC ATT TGA AAG TGC A/ 3
Forward
;ZSS';V 485l | 5/ CAG ACA CAA TCT GTT ATT TAA GCA TC/ 3 EPPO 2022
lfszFV Pl | 5/ 6FAM/ACA ATG GTC CTC TGC ACC TG/BHQL /3"

6.3. Analiz sirasinda kullanilan kontroller

6.3.1. IC: Inhibisyon Kontrol
Tohum analizlerinde kullanilmasi gereken kontrollerden biridir. Enfekte olmamis
tohumdan elde edilen ekstrakt i¢ine, 28-32 Cq araligina denk gelen, PEC bitki ekstraktinin
bulastirilmasi ile elde edilir. Diger tiim kontrol ve orneklerle birlikte RNA 1zolasyonu
yapilir. RT-qPCR asamasinda diger ornekler ve analiz kontrolleri ile birlikte ayri bir

kuyucukta kontrol parametresi olarak yuklenir.

Not: PEC'in Cq degeri, tiim 6rneklerde 1C'nin Cq degerinin 3 dongii araliginda olmalidir.
Bu olmaz ise ToBRFV kayb1 yasanmis veya amplifikasyon asamasinda inhibisyon olmus

olabilir. IC’nin Cq degeri 28-32 araliginda olmalidir.



6.3.2. NTC: Negatif Template Kontrol
Tim PCR reaktiflerini iceren ancak hedef veya spayk DNA, RNA veya PEC niikleik
asitleri icermeyen ve RT-gPCR amplifikasyon esnasinda kullanilan PCR grade su igeren

ornek.

6.3.3. PAC: Pozitif Amplifikasyon Kontrol
RT-gPCR amplifikasyon esnasinda kullanilan ToBRFV pozitif olan sertifikali izolat
RNA’s1/ fragmenti.

6.3.4. PEC: Pozitif Ekstraksiyon Kontrol (Internal Amplifikasyon Kontrol)
Yalnizca tohum iceren ToBRFV c¢alismasi i¢in yapilan her RNA izolasyonu esnasinda
numuneye spayk soliisyon olarak eklenen Bacopa chlorosis virus (BaCV), Dahlia latent
viroid (DLVd) veya Squash mosaic virus (SqMV) pozitif oldugu bilinen bitki ekstrakti.

PEC, her bir numune i¢in ayn1 zamanda Internal Amplifikasyon Kontrol’diir.

PEC Hazirlanisi:

Spayk sollsyonu, BaCV, DLVd veya SQMV ile enfekteli bir bitkiden alinan 6rnegin
tohumlara uygun buffer icerisinde ezilmesi ile hazirlanir. Her laboratuvar spayk
soliisyonunu 28-32 Cq araliginda sonu¢ verecek konsantrasyonda diltie etmelidir.

Soliisyon, kullanilana kadar tiiplere boliiniir ve -80 “C’de saklanur.

6.3.5. PIC: Pozitif izolasyon Kontrol
Domates ve biber bitki kisimlari, meyve parcalar1 ve yaprak igeren ToOBRFV caligmasi
icin yapilan her RNA izolasyonu esnasinda, numunelere ek olarak izolasyon asamasinda

calismaya dahil edilen TOBRFV enfekteli bitki pargasi.

6.3.6. NIC: Negatif izolasyon Kontrol
RNA izolasyonu esnasinda ayr1 bir 6rnek olarak izolasyona dahil edilen, ToBRFV’den
ari olan bitki materyalidir. Ari materyalin bulunmadig1 durumda ekstraksiyon buffer da

kullanilabilir.

Ek-1
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7. VERIFIKASYON PROSEDURU
7.1. Analitik Hassasiyet

Bu ¢alismada CaTa28 ve CSP1325 primer-prob setleri ile ToOBRFV nin tespit edilebilen
en kii¢iik miktari, yani tespit limiti (Limit of Detection; LOD) 6l¢iimlerinin ortaya konulmasi
hedeflenmektedir.

Analitik hassasiyet ¢alismalar1 (LOD), bitki kisimlar1 (meyve, bitki parcasi, yaprak) ve
tohum olmak Uzere iki alt ana baslikta gergeklestirilecektir (Sekil 1). Her bir LOD ¢aligmasi
icin, LOD seviyesinin hemen {izerindeki li¢ bagimsiz seyreltme serisinin verileri “7.3
Tekrarlanabilirlik” verifikasyon parametresinin hesaplanmasi asamasinda

kullanilabilecektir (ISF 2019). Tekrar edilebilirlik verisinin olusabilmesi i¢in, her bir LOD

caligmasi farkli personel tarafindan yapilarak yiirtitiilmelidir.

LOD CALISMALARI

(ANALITIK HASSASIYET)

N

BiTKi TOHUM
LOD LOD
1.Ornek 2. Ornek 1.0rnek 2.0rnek
Bitki Kisimlar: Meyve Domates Biber
(Yaprak / Bitki Domates / Biber Tohumu Tohumu
Parcasi)
A 4 A
Domates Tohumu Biber Tohumu
DOGRULAMA DOGRULAMA
LOD Cahsmasi LOD Cahsmasi
(Menzel& Winter (Menzel& Winter
2021) primerleriicin 2021) primerleriicin

Sekil 1. LOD Calisma Gruplari

7.1.1. Bitki LOD ¢alismasi
ISF, EPPO PM 7/146 ve EPPO PM 7/98 ¢alismalar1 dogrultusunda ToBRFV tespitinde
kullanilan CaTa28 ve CSP1325 primer-prob setleri ile yapilan ¢alismalarda belirtilen Cq alt
limitleri referans alinacaktir. Buna gore Sekil 1°de belirtilen bitki LOD ¢aligmasi rnek gruplari

olusturularak her laboratuvarin alt limitlerinin belirlenebilmesi amaglanmaktadir. Buna gore,
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a. Oncelikle galismada kullanilacak olan ToBRFV’den ari oldugu diisiiniilen bitkinin,
ToBRFV icermedigini teyit etmek amaci ile dncelikle bitkiden alinan 6rnek ile total
RNA izolasyonundan baglayarak CaTa28 ve CSP1325 primer-prob setleri ile -RT-
gPCR analizi gerceklestirilmelidir. TOBRFV’den ari oldugundan emin olunan bitki
RNA’s1 LOD seyreltme serilerinde Sekil 2’de belirtilen negatif niikleik asit olarak
kullanilabilir.

b. Daha sonra ToBRFV pozitif olan 1 meyve, 1 bitki kisimlar1 (yaprak/ bitki pargast)
ornegi olmak Uzere toplam 2 6rnegin ayr1 ayri RNA izolasyonlar1 yapilarak bulastirma
yapmak i¢in izole pozitif nikleik asit elde edilir.

c. Bulastirma yapmak i¢in elde edilen izole pozitif niikleik asit, Sekil 2°de gosterildigi
tizere, ToOBRFV’den ari negatif RNA ornegine bulastirtlir. Bunun icin 6ncelikle
ToBRFV’den ari negatif RNA 6rnegi, 3’er seri/paralel diliisyon olusturmak i¢in, 3
ependorf tiipe 90ul olarak dagitilir. Daha sonra her ¢ tiipe ayr1 ayri izole pozitif
niikleik asit’ten, 10ul ilave edilerek her bir tiipiin 10"°’a kadar diliisyonu yapilir (Sekil
3).

1. Paralel (seri) 2. Paralel (seri) 3. Paralel (seri)

Sekil 2. ToBRFV’den Ari Negatif RNA Orneginin Ependorf Tiiplere Dagitilmasi ve

Bulastirilmasi

d. Standart bir egri olusturmak icin her seyreltmenin {i¢ kopyast kullanilmalidir. Buna
gore, calismadaki 2 ToBRFV pozitif drnek ile her bir drnek icin, 3’er seri/paralel

dilusyon olusturulmalidir.
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e. Olusturulan diliisyon ¢alismasinda her 10 pl karisim bir 6nceki tiipten olacak sekilde

sonraki tlpe eklenir ve diltsyon islemi tamamlanir (Sekil 3).

10 1044 10 10 10 4

90 i i vea 50
1. Parsied (seri)

& 2 AN A : e 1 ) O o
izole pozit® nikieix asit ilave U'_"e t: R o4 Noe
adimis) 101 ~2 0 10%n

10

0 104 104l 104
e T T T

90 i i v 90

O ..e4 DilGe
Iu_ 1 102 03 03 10%n

2. Paraiel (seni)
[xoie pozit® nokieix asit dave
ediimig)

/"_\\ /’_\\ /"\\ /’_\\/’\\

90 14
90 s 90

(x Ve 3 e 4 Dilce
10%n

3. Paralel [seni)
{izole pozit? nokieik asit dave
edimis] 10% ~2 s

Sekil 3. ToOBRFV Pozitif RNA Ornegi ile Baslatilan Seri Diliisyon Calismasi

f. Budogrultuda, TOBRFV LOD ¢alismasinda her bir 6rnekteki bir seri/paralel diliisyon
icin, 103, 104, 10°, 10, 107, 108, 10° seviyelerinde, 7 alt diliisyon serisi ¢alisilacak
sekilde kurgu yapilir (EPPO PM7/146).

g. 7 diliisyon serisinin (10 - 10 tamaminin primer grubu igin (CaTa28 ve CSP1325)
3 tekerrur olarak (2 bitki 6rnegi x 3 diltisyon paraleli x 7 alt diliisyon) toplam 42 6rnek
seklinde RT-qPCR analizi gergeklestirilir (Cizelge 2).
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Cizelge 2. Bitki LOD Calismas1 i¢in RT-gPCR Ornek Analiz Sablonu

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A OR1 |[OR1 |OR1 |OR1 |OR1 |OR1 |OR1 |OR1 |OR1 |OR1 |OR1l |OR1
(103 | (10®) | (10 | (10% | (20% | (10* | (20%) | (10®) | (10®) | (20 | (10®) | (10
B OR1 [OR1 |OR1 |[OR1 |[OR1 |OR1 |OR1 |OR1l |OR1
(107) | (107) | (107) | (10®) | (108) | (10®) | (20°) | (10°) | (10°)
C
D OR2 |OR2 |OR2 |OR2 |OR2 |OR2 |OR2 |OR2 |OR2 |OR2 |OR2 |OR2
(10%) | (10%®) | (210®) | (104 | (10% | (10% | (10%) | (10®) | (10%) | (10®) | (10®) | (10F)
E OR2 [OR2 |OR2 |[OR2 |OR2 |OR2 |OR2 |OR2 |OR2
(107) | (107) | (107) | (10®) | (108) | (10®) | (20°) | (10°) | (10°)
E
G
H PAC | PAC | PIC | PIC NIC | NIC NTC | NTC

e PAC / Pozitif Amplifikasyon Kontrol
RT-gPCR amplifikasyon esnasinda kullanilan TOBRFV pozitif olan sertifikali izolat RNA’s1/fragmenti

e PIC/ Pozitif izolasyon Kontrol
Domates ve biber bitki kisimlari, meyve pargalar1 ve yaprak iceren ToBRFV ¢alismasi igin yapilan her RNA
izolasyonu esnasinda, numunelere ek olarak izolasyon asamasinda ¢alismaya dahil edilen ToBRFV enfekteli bitki
pargasl.

e NIC / Negatif izolasyon Kontrol
RNA izolasyonu esnasinda ayr1 bir 6rnek olarak izolasyona dahil edilen, TOBRFV’den ari olan bitki materyalidir. Ari
materyalin bulunmadigi durumda ekstraksiyon buffer da kullanilabilir.

e NTC/ Negatif Template Kontrol
Tum PCR reaktiflerini iceren ancak hedef veya spayk DNA, RNA veya PEC nikleik asitleri icermeyen ve RT-qgPCR
amplifikasyon esnasinda kullanilan PCR grade su i¢eren ornek.

7.1.1.1. Bitki LOD Sonug Eldesi ve Degerlendirilmesi
a. Cizelge 2’den elde edilen reaksiyon kuyularina ait Cq degerleri Cizelge 3 “Bitki LOD
RT-gPCR Ornek Analiz Sonu¢ Sablonu” ve Cizelge 4 “Bitki LOD RT-gPCR Ornek

Analizi Kontrol Parametresi Sonug¢ Sablonu” izerinde belirtilir.
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Cizelge 3. Bitki LOD RT-qPCR Ornek Analiz Sonug Sablonu

Calisma
Tarihi

Calismayl
Yapan | ceeeevevveeeeeee ] reeeeeeeens
Personel Adi

1. ORNEK ADI 2. ORNEK ADI

CaTa28 Cq
Degerleri

Diltsyon CaTa28 Cq
Serileri Degerleri

l.seri | 2.seri | 3.seri | l.seri | 2.seri | 3.seri | l.seri | 2.seri | 3.seri | l.seri | 2.seri | 3.seri

CSP1325 Cq Degerleri CSP1325 Cq Degerleri

103
104
10
10
107
108
10°

Cizelge 4. Bitki LOD RT-gPCR Ornek Analizi Kontrol Parametresi Sonug Sablonu

CaTa28 Cq Degerleri CSP1325 Cq Degerleri
Tekrar Sayisi
PAC PIC NIC NTC PAC PIC NIC NTC
1.Tekrar
2. Tekrar

b. Bu ¢alisma kullanilan dillisyonlardan RT-gPCR analiz sonuglarindan her bitki icin diisiik
diliisyonlarda ii¢ paralelin de ayn1 sonug verdigi (ISF 6nerisi 28/32 Cq araliginda ¢ikan) en
son sulandirma serisi tespit limiti olarak belirlenmelidir. Bu tespit limitine gore her
laboratuvar kendi cut/off degerini belirler.

C. 3 paralel hazirlanan 7 seri dilisyonun RT-qPCR sonuglari ve seyreltmelerin logaritmalari
tizerinden bir kalibrasyon egrisi olusturulur. Amplifikasyon verimliligini hesaplamak i¢in
standart egrinin egimi kullanilir. Cihaz tarafindan otomatik olarak verilen standart egrinin
egimine ait deger ve cihaz goruntust (RT-qPCR Standart curve) raporda gizelge 3 ve 4 (in

altinda sekil numarasi verilerek gosterilmelidir (Sekil 4).

10
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Sekil 4. Ornek RT-gPCR Standart egrisi (standart curve)

d. Cizelge 3 ve Cizelge 4 de analiz parametreleri islenen cq degerlerinin amplifikasyon

egrilerinin cihaz goriintiileri, sekil numaras1 verilerek raporda ¢izelge 3 ve 4 iin altinda

gosterilmelidir (Sekil 5).

Sekil 5. Ornek RT-qPCR Amplifikasyon egrisi (amplifikasyon curve)

11



e. RT-gPCR analizlerinde Cizelge 2’de belirtilen kontrol parametreleri icin asagidaki
sonuclar beklenmelidir.
v Sonuglar sadece pozitif amplifikasyon kontrolii (PAC) Cq 32 altinda Ustel bir
amplifikasyon egrisi verirse gecerlidir.
v" NIC ve NTC negatif olmalidir.
v PIC ve PAC pozitif olmalidir.
f. Kontrol parametrelerinin de uygun olmasi durumunda, LOD ¢alismasi ¢izelgelerinin altina,
tespit sinir1 ve diger veriler yazilarak raporda agikca belirtilmelidir.
orn., “..... orneginin LOD ¢alismasinda, Tespit sinirt, 32.650 £ 0.075 ortalama Cq
degeri ile 107 diliisyonlarda kaydedildi. PCR testinin etkinligi E= 95, Egim = -3.46
(-3,1ile-3,6 arasinda olmaly) ve R?=0,99 (R2> 0.98 olmaly) olarak belirlenmistir.”
g. Kontrol parametrelerinde beklenmedik sonuglarin elde edildiginde caligsmalar tekrar

edilmelidir.

7.1.2. Tohum LOD Calismasi
ISF, EPPO PM 7/146 ve EPPO PM 7/98 ¢alismalar1 dogrultusunda ToBRFV tespitinde
CaTa28 ve CSP1325 primerleri kullanilmasi 6nerilmektedir. Ayrica EPPO PM7/146’ya gore

tohum analizlerinde ToBRFV pozitif olmas1 halinde ikinci bir real time yontemi ile analizlerin

dogrulanmas: gerekmektedir. Buna goére dncelikle Sekil 1°de belirtilen tohum LOD ¢alismasi

ornek gruplari olusturularak her laboratuvarin alt limitleri belirlenecektir. Daha sonra
Menzel&Winter 2021 primer-prob  seti ile dogrulama i¢in LOD ¢alismasi
gerceklestirilecektir.

7.1.2.1. CaTa28, CSP1325 ve BaCV Primerleri ile Kurulan Tohum LOD Calismasi
Calismada ToBRFV negatif oldugu bilinen 1 adet biber ve 1 adet domates tohumu olmak

lizere toplam 2 6rnek ile, TOBRFV spayklanmis tohum ekstraktinmn her biri i¢in 10 - 10

arasinda on kat seyreltme ile dilusyon serisi hazirlanmasi hedeflenmektedir.
a. Buna gore oncelikle kullanilan 6rneklerin TOBRFV’den ari oldugunu gostermek i¢in ¢alisma
yapilir. Her bir tohumdan alinan 6rnek ile total RNA izolasyonundan baglayarak, CaTa28 ve
CSP1325 primerleri ile RT-gPCR analizi ger¢eklestirilmelidir. TOBRFV’den ari oldugu teyit

edilen tohum 6rnekleri ¢calismaya dahil edilmelidir.

12
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b. Bulastirma yapilacak ToBRFV pozitif izolasyonun hazirlanmasi: 6 adet ToBRFV
enfekteli tohum veya 12 mg ToBRFV enfekteli bitki “ToBRFV tespiti icin Real Time RT-
PCR Metot Talimati”nda belirtildigi gibi ezme tamponu ile igleme alinir.

c. ToBRFV negatif izolasyonun hazirlanmasi: 999 adet ToBRFV’den ari tohum “ToBRFV
tespiti icin Real Time RT-PCR Metot Talimatinda belirtildigi gibi ezme tamponu ile ekstrat
haline getirilir. Bununla birlikte, yalnizca tohum i¢ceren ToOBRFV ¢alismasi i¢in, numuneye
spayk soliisyon olarak eklenen PEC [pozitif oldugu bilinen bitki ekstrakti / (Bacopa chlorosis
virus (BaCV), Dahlia latent viroid (DLVd) veya Squash mosaic virus (SgMV)] takibi igin

de tohum ekstraksiyonu asamasinda tohumlara bulastirma yapilmasi gerekmektedir. Her bir

numune i¢in ayni zamanda “Internal Amplifikasyon Kontrol” olan PEC, madde 6.3.4° de
aciklandigi sekilde kullanilmalidir.

d. Ekstraktlar elde edildikten sonra 900 ul ToBRFV’den ari ekstrakt igine, 100 pul ToBRFV
enfekteli ekstrakt eklenerek diliisyon galismasi baslatilir (Sekil 6).

900 pt 100 it

U H
1)
\ J

.4 1
atif oldugy bilinen tohum ekstrait 3€ L CIRE A,
ey & z X Pazti oiguie Diinen tanem skstravt:

RNA zolasyonu yeapdacak ToBRFV pozitif tobem ornegi

Sekil 6. TOBRFV’den Ari Negatif RNA Orneginin Ependorf Tiiplere Dagitilmas: ve Bulastirilmast

e. Buna gore, her bir tohum 6rnegi icin (Domates ve Biber) 1 diliisyon serisi olmak Uzere
toplamda 2 diltisyon serisi icin laboratuvar RNA izolasyonu prosedirine gore, tohumda

RNA izolasyonunu gergeklestirir.

13
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Sekil 7. TOBRFV Pozitif RNA Ornegi ile Baslatilan Seri Diliisyon Calismas1

f. Her tohum 6rnegine ait 9 dillisyon serisinden elde edilen RNA’lar 3 tekerriir olacak sekilde
toplam 54 o6rnek seklinde Cizelge 5’deki kontrol parametreleri ile CaTa28, CSP1325 ve
BaCV primer gruplar birlikte kullanilarak tripleks RT-gPCR analizi gergeklestirilir.

Cizelge 5. Tohum LOD RT-gPCR Ornek Analiz Sablonu

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A OR1 OR1 OR1 OR1 OR1 OR1 OR1 OR1 OR1 OR1 OR1 OR1
(10YH) | (@oh | @oh |(0? |(0?) | (107 | (10% | (10% | (0% | (10% | (10% | (10%
B OR1 OR1 OR1 OR1 OR1 OR1 OR1 OR1 OR1 OR1 OR1 OR1
(10%) | (10®) | (10®) | (0% | (0% | (10® | (107) | (107) |(07) | (0% | (0% | (109
OR1 OR1 OR1
c (10°) | (10°%) | (10°)
D OR2 OR2 OR2 OR2 OR2 OR2 OR2 OR2 OR2 OR2 OR2 OR2
(10Y) | (@oh | @oh |(0? |(0?) | (107 | (10% | (10% | (0% | (10% | (10* | (10%
E OR2 |OR2 |OR2 |OR2 |OR2 |[OR2 |[OR2 |OR2 |OR2 |OR2 |OR2 |OR2
(10%) | (10®) | (10®) | (0% | (0% | (10® | (107) | (107) |(07) | (0% | (0% | (109
E OR1 OR1 OR1
(10°% | (10 | (109
G IC
H PAC PAC PIC PIC IC NIC NIC NTC NTC

e IC/ inhibisyon Kontrol
Enfekte olmamis tohumdan elde edilen ekstrakt i¢cindeki PEC diliisyonudur (madde 6.3.4).

e PAC / Pozitif Amplifikasyon Kontrol
RT-gPCR amplifikasyon esnasinda kullanilan ToOBRFV pozitif olan sertifikali izolat RNA’s1/fragmenti.

e PIC/ Pozitif izolasyon Kontrol
Domates ve biber bitki kisimlar1, meyve pargalar1 ve yaprak igeren TOBRFV ¢alismasi igin yapilan her RNA izolasyonu
esnasinda, numunelere ek olarak izolasyon asamasinda ¢alismaya dahil edilen TOBRFV enfekteli bitki pargast).

e NIC / Negatif izolasyon Kontrol
RNA izolasyonu esnasinda ayr1 bir 6rnek olarak izolasyona dahil edilen, TOBRFV’den ari olan bitki materyalidir. Ari
materyalin bulunmadig1 durumda ekstraksiyon buffer da kullanilabilir).

e NTC/ Negatif Template Kontrol (tum PCR reaktiflerini iceren ancak hedef veya spayk DNA, RNA veya PEC nikleik
asitleri icermeyen ve RT-gPCR amplifikasyon esnasinda kullanilan PCR grade su igeren 0rnek.

14
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Tohum LOD CaTa28, CSP1325 ve BaCV Primerleri ile Yapilan LOD Sonug
Eldesi ve Degerlendirilmesi
a. Cizelge 5’den elde edilen reaksiyon kuyularina ait Cq degerleri Cizelge 6, 7 ve 8

Uzerinde belirtilir.

Cizelge 6. Tohum LOD RT-gPCR 1. Ornek Analiz Sonug Sablonu

Calisma
Tarihi

Calismay1
Yapan | ceeceeececnienns
Personel Adi

1. ORNEK ADI
Dilliisyon
Serileri CaTa28 Cq Degerleri CSP1325 Cq Degerleri BaCV Cq Degerleri

1.seri 2.seri 3.seri 1.seri 2.5eri 3.seri 1.seri 2.seri 3.seri

101

102

103

10

10°

10°

107

108

10

Cizelge 7. Tohum LOD RT-gPCR 2. Ornek Analiz Sonug Sablonu

Calisma
Tarihi

Calismayl
Yapan | coeeeeeeeenenne.
Personel Adi

2. ORNEK ADI

Diltisyon CaTa28 Cq Degerleri CSP1325 Cq Degerleri BaCV Cq Degerleri

Serileri
1.seri 2.S€eri 3.seri 1.seri 2.5€eri 3.seri 1.seri 2.5€eri 3.seri

101

102

103
10+
10
10
107
108
10°°

15




Cizelge 8. Tohum LOD RT-gPCR Ornek Analizi Kontrol Parametresi Sonug¢ Sablonu

Ek-1

CaTa28 Cq Degerleri
Tekrar sayisi
PAC PIC NIC NTC IC IC
1.Tekrar
2.Tekrar
CSP1325 Cq Degerleri
PAC PIC NIC NTC IC IC
1.Tekrar
2.Tekrar
BaCV Cq Degerleri
PAC PIC NIC NTC IC IC
1.Tekrar
2.Tekrar

b. Bu c¢alisma kullanilan diliisyonlardan RT-qPCR analiz sonuglarindan her bir
tohum O6rnegi icin disiik diliisyonlarda {i¢ paralelin de ayni sonu¢ verdigi (ISF
Onerisi 28/32 Cq araliginda ¢ikan) en son sulandirma serisi tespit limiti olarak
belirlenmelidir. Bu tespit limitine gore her laboratuvar kendi cut/off degerini
belirler.

c. Sonuclar sadece pozitif amplifikasyon kontrolii (PAC) laboratuvar cut/off degeri
altinda sinyal verirse gecerlidir.

v NIC ve NTC negatif olmalidir.
v" PIC ve PAC CaTa28 ve CSP1325 primerlerinde ToBRFV pozitif; IC
BaCV pozitif olmalidir.
d. Kontrol parametrelerinde beklenmedik sonuglarin elde edildiginde calismalar

tekrar edilmelidir.

7.1.2.2. Tohum Analizlerinin Dogrulamasinda Kullanilan RT-gPCR Primerlerinin
(Menzel&Winter 2021) LOD Calismasi

a. Tohum LOD c¢alismasinda (CaTa28, CSP1325 ve BaCV Primerleri kullanilarak

yapilan) kullanilan diliisyon serileri (10™....10°) bu galismada kullanilacaktir. Rutin

caligmalarda pozitifligin dogrulanma ¢alismasi olan Menzel& Winter 2021 primeri ile

yapilan LOD ¢alismasinda bu sebeple inhibisyon kontrol uygulanmasina gerek yoktur.

16
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b. Her tohum 6rnegine ait 9 diliisyon serisinden elde edilen RNA’lar 3 tekerriir 9
olacak sekilde toplam 54 6rnek seklinde Cizelge 9’daki kontrol parametreleri ile
RT-qPCR analizi Menzel&Winter 2021 primerleri ile gerceklestirilir.

Cizelge 9. Menzel&Winter 2021 Primerlerin LOD RT-gqPCR Ornek Analiz Sablonu

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A OR1 | ORL1 | OR1 | OR1 | OR1 | OR1 | OR1 | OR1 | OR1 | OR1 | OR1 OR1
(10 | (10 | (10h | (103 | (103 | (10?) | (10®) | (10 | (10%) | (104 | (10%) | (10%
B OR1 | ORL1 | OR1 | OR1 | OR1 | OR1 | OR1 | OR1 | OR1 | OR1 | OR1 OR1
(10%) | (10%) | (20%) | (10%) | (10®) | (20 | (10") | (1O7) | (107) | (20®) | (10®) | (10%)
c OR1 | OR1 | OR1
(10 | (210 | (109
D OR2 | OR2 | OR2 | OR2 | OR2 | OR2 | OR2 | OR2 | OR2 | OR2 | OR2 OR2
(10 | (10 | (10 | (10?) | (10 | (10?) | (103 | (103 | (10®%) | (207 | (10% | (109
E OR2 | OR2 | OR2 | OR2 | OR2 | OR2 | OR2 | OR2 | OR2 | OR2 | OR2 OR2
(10 | (10%) | (10®) | (10%) | (10®) | (20®) | (10) | (107) | (107) | (20®) | (10®) | (10%)
E OR2 | OR2 | OR2
(10 | (210 | (109
G
H PAC | PAC | PIC | PIC NIC | NIC NTC | NTC

¢ PAC: Pozitif Amplifikasyon Kontrol
RT-gPCR amplifikasyon esnasinda kullanilan ToOBRFV pozitif olan sertifikali izolat RNA’si/fragmenti.
PIC: Pozitif izolasyon Kontrol
Domates ve biber bitki kisimlari, meyve pargalari ve yaprak igeren TOBRFV ¢aligsmasi igin yapilan her RNA
izolasyonu esnasinda, numunelere ek olarak izolasyon asamasinda ¢alismaya dahil edilen TOBRFV enfekteli
bitki parcasi.

¢ NIC: Negatif izolasyon Kontrol
RNA izolasyonu esnasinda ayri bir ornek olarak izolasyona dahil edilen, ToBRFV’den ari olan bitki
materyalidir. Ari materyalin bulunmadig1 durumda ekstraksiyon buffer da kullanilabilir.

o NTC: Negatif Template Kontrol
Tum PCR reaktiflerini iceren ancak hedef veya spayk DNA, RNA veya PEC nikleik asitleri icermeyen ve
RT-gPCR amplifikasyon esnasinda kullanilan PCR grade su i¢eren 6rnek.

7.1.2.2.1. Tohum Analizlerinin Dogrulamasinda Kullanilan RT-qPCR primerlerinin
(Menzel & Winter 2021) LOD Sonug Eldesi ve Degerlendirilmesi
a. Cizelge 9’dan elde edilen reaksiyon kuyularina ait Cq degerleri Cizelge 10 tizerinde

belirtilir.
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Cizelge 10. Menzel&Winter 2021 Primerlerin LOD RT-qPCR Ornek Analiz Sonug¢ Sablonu

Calisma
Tarihi

Calismay1
Yapan
Personel Adi

Diltisyon
Serileri

1. ORNEK ADI

2. ORNEK ADI

Menzel&Winter 2021
Cq Degerleri

Cq Degerleri

Menzel&Winter 2021

1.seri 2.seri

3.seri

1.seri

2.5eri

3.seri

101

102

10

10

10°

10°®

107

108

10°

Cizelge 11. Menzel& Winter 2021 Primerlerin RT-qgPCR Ornek Analizi Kontrol Parametresi Sonug

Sablonu
Menzel&Winter 2021
Degerleri
Tekrar sayisi Cq Degerleri
PAC PIC NIC NTC
1.Tekrar
2.Tekrar
b. Bu calisma, kullanilan diliisyonlarin RT-gPCR analiz sonuglarindan her bir tohum 6rnegi igin

diisiik diltisyonlarda ii¢ paralelin de ayni sonu¢ verdigi en son sulandirma serisi tespit limiti

olarak belirlenmelidir. Menzel&Winter’in cut/off degerini 35 Cq olarak belirttigi (EPPO, 2022)

tespit limiti referans alinmakla birlikte, her laboratuvar kendi cut/off degerini belirlemelidir.

Sonuglar, sadece pozitif amplifikasyon kontrolii (PAC) laboratuvar cut/off degeri altinda sinyal

verirse gecerlidir.

v NIC ve NTC negatif olmalidur.
v PIC ve PAC ToBRFV pozitif olmalidir.
d. Kontrol parametrelerine ait sonuglar Cizelge 11 tGzerinde belirtilir.
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e. Kontrol parametrelerinde beklenmedik sonuglarin elde edildiginde g¢alismalar tekrar

edilmelidir.

7.2.Analitik Ozgullik (Kapsayieihk ve Miinhasirlik)

Bu asamada analizin hedef(ler)deki patojenleri tespit etme (kapsayicilik) ve hedef
olmayanlar1 hari¢ tutma (dislayicilik) yetenegini ortaya koymasi amacglanmastir.

Bu asamanin spesifiklik gereksinimleri icin, CaTa28 ve CSP1325 primer-prob setlerinin
mevcut tim ToBRFV dizileriyle %100 benzerlige sahip olmasi ve yakin akraba olup hedef
olmayan organizmalarin (Cizelge 13) dizileriyle %90'dan az benzerlige sahip olmasi gereklidir.
Not: Cizelge 12’de belirtilen etmenlere ait izolat numaralar1 ¢alisilan laboratuvarlara gore

degiskenlik gosterebilir.

Cizelge 12. ToBRFV Yakin Akraba Oldugu Bilinen izolatlar ve Bu izolatlarin Kaynak Kodlari

Etmen Ad1 izolat No

Tomato brown rugose fruit virus (ToBRFV) DSMZ/ PV/1236
Tomato mosaic virus (ToMV) DSMZ/ PV/0141
Tomato mottle mosaic virus (ToOMMV) DSMZ/ PV/1267
Pepper mild mottle virus (PMMoV) DSMZ/ PV/0165
Cucumber green mottle mosaic virus (CGMMYV) DSMZ/ PV/0375
Tobacco mild green mosaic virus (TMGMV) DSMZ/ PV/0112
Tobacco mosaic virus (TMV) DSMZ/ PV/1252

7.2.1. Analitik Ozgulluk Analizi
a. Buna gore her iki CaTa28 ve CSP1325 primer-prob setlerinin Cizelge 12’de belirtilen
etmenlerin RNA ornekleri ile 3’er tekerriirlii olarak RT-gPCR analizi gerceklestirilir.
b. Calisma her iki primer setinin multipleks kullanimi ile Cizelge 13’deki duzenle

gerceklestirilir.
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Cizelge 13. Analitik Ozgullik RT-gPCR Ornek Analiz Sablonu

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A ToMV ToMV ToMV ToBRFV | ToBRFV | ToBRFV
B ToMMV | ToMMV | ToMMV
C PMMoV | PMMoV PMMoV
D CGMMV | CGMMV | CGMMV
E TMGMV | TMGMV | TMGMV
F T™MV T™MV T™MV PAC PAC
G
H NIC NIC NTC NTC PIC PIC

e PAC: Pozitif Amplifikasyon Kontrol
RT-gPCR amplifikasyon esnasinda kullanilan ToBRFV pozitif olan sertifikali izolat RNA’s1/fragmenti.

e PIC: Pozitif izolasyon Kontrol
Domates ve biber bitki kisimlari, meyve parcalart ve yaprak igceren ToBRFV ¢aligmast i¢in yapilan her RNA izolasyonu
esnasinda, numunelere ek olarak izolasyon asamasinda ¢aligmaya dahil edilen ToBRFV enfekteli bitki parcasi.

e NIC: Negatif izolasyon Kontrol
RNA izolasyonu esnasinda ayr1 bir drnek olarak izolasyona dahil edilen, TOBRFV’den ari olan bitki materyalidir. Ari
materyalin bulunmadigi durumda ekstraksiyon buffer da kullanilabilir.

e NTC: Negatif Template Kontrol
Tim PCR reaktiflerini iceren ancak hedef veya spayk DNA, RNA veya PEC nukleik asitleri icermeyen ve RT-gPCR
amplifikasyon esnasinda kullanilan PCR grade su igeren 6rnek.

7.2.2. Analitik 6zgullik analizinin degerlendirilmesi

Cizelge 13’den elde edilen reaksiyon kuyularina ait Cq degerleri Cizelge 14 izerinde belirtilir.

Cizelge 14. Analitik Ozgiilluk RT-gPCR Ornek Analiz Sonug Sablonu

Calisma Tarihi e

Calismay1 Yapan
Personel Adi | wereeeeeeee

CaTa28 Cq CSP1325 Cq
Degerleri Degerleri

1. Tekrar 2. Tekrar 3. Tekrar 1. Tekrar 2. Tekrar 3. Tekrar

izolat isimleri

ToBRFV
ToMV
ToMMV
PMMoV
CGMMV
TMGMV
TMV
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a. Gergeklestirilen RT-qPCR analizinde, ToBRFV izolatlarinin (Cizelge 12) RT-qPCR testinde her iKi
primer/prob seti tarafindan tespit edilmesi (Cq <32) beklenir. Analize tabi tutulan tim hedef dis
etkenlerin de her laboratuvar tarafindan belirlenmis cut/off degerinin lizerinde negatif sonu¢ vermesi
beklenir.

b. Kontrol parametrelerine ait sonuclar Cizelge 15 tizerinde belirtilir.

Cizelge 15. Analitik Ozgullilk RT-qPCR Ornek Analizi Kontrol Parametresi Sonug Sablonu

CaTaz8 Cq CSP1325 Cq
Tekrar sayisi Degerleri Degerleri
PAC PIC NIC NTC PAC PIC NIC NTC
1.Tekrar
2.Tekrar

c. Sonuclar sadece pozitif amplifikasyon kontroli (PAC) laboratuvar cut/off degeri altinda
sinyal verirse gecerlidir.
v NIC ve NTC negatif olmalidir.
v" PIC ve PAC ve ToBRFV pozitif olmalidur.
d. Kontrol parametrelerinde beklenmedik sonuglarin elde edildiginde g¢alismalar tekrar
edilmelidir.
7.3. Tekrarlanabilirlik
RT-gPCR igin tekrarlanabilirlik, kullanilan metodun ayni laboratuvarda, ayni
cihazla/metotla, ayn1 uygulama kosullar1 altinda, ayn1 kisi tarafindan kisa zaman (analizin siiresi
ve analizin yapisina gore degisir) araliginda, ayn1 veya benzer matrikslerde elde edilen 6l¢iim
sonuglarinin birbirine yakinliginin 6l¢iisiidiir. Bu amagla LOD'nin hemen tizerindeki ii¢ bagimsiz
seyreltme serisinin  ToOBRFV RT-gPCR kalitatif sonuglarinin ayni olmast gereklidir
(pozitif/negatif sonuc). Tekrar edilebilirlik performans kriteri igin, LOD ¢alismalarinda Uretilen
veriler dikkate alinarak ¢aligmanin planlanmasi yapilir. (ISF 2020 Validation Report, Eppo PM
7/98 (5)).
Buna gore raporda ;
v' “7.1.1.1. LOD Bitki LOD Sonug Eldesi ve Degerlendirilmesi”,
v’ “7.1.2.1.1. Tohum LOD g¢aligmalari CaTa28 ve CSP1325 Primerleri ile Yapilan
LOD Sonug Eldesi ve Degerlendirilmesi”
v “7.1.2.2.1.Tohum  Analizlerinin Dogrulamasinda  Kullanilan =~ RT-gPCR
Primerlerinin (Menzel&Winter 2021) LOD Sonug Eldesi ve Degerlendirilmesi”

21



Ek-1

basliklar1 altinda tespit edilen LOD degerinin hemen iizerindeki diliisyondan (¢ kopya halinde
gergeklestirilen (Sekil 2, 3) lic bagimsiz seyreltme serisinin her birinden 3 paralel ¢alisma yapilir.
Buna gore ¢alismanin planlanmasi i¢in oncelikle Sekil 1 dogrultusunda calisilan 6rneklere ait LOD

verileri, Cizelge 16°da gosterilir.

Cizelge 16. LOD Calismalarindan Elde Edilen Tekrarlanabilirlik verileri RT-gPCR Ornek Analiz Sonug Sablonu

(NOT: Sutun 1 ve 2°deki diliisyon degerleri 6rnek olarak verilmistir. Bu siitunlara calismalarda elde edilen
degerler yazilacaktir.)

=
K c
< 2 § § 2 CaTa28 Cq CSP1325 Cq BaCV Cq Menzel&Winter 2021
& S ECcga Degerleri Degerleri Degerleri Cq Degerleri
8 | 85882
[<5) g 2D < c
= a 2c s S
5 a |cg>3
~ @] O &~
| (&)
§ 9 = l.seri | 2.seri | 3.seri | l.seri | 2.seri | 3.seri | l.seri | 2.seri | 3.seri | l.seri | 2.seri | 3.seri
‘O
— 1 10° 104 = - - - _ -
X
e 2 10° 104 - - - - - -
Lo
O 1 3] 10° 10 - - - - - -
o~ 1 106 10 = - - - _ -
%
c 2 106 10 = - - - _ -
Lo
O 1 3] 10°¢ 10° - - - - - -
o - = -
%
c 1 107 10¢ - - -
L
O - - -
< - - -
X
21 1] 10° 107 - . .
S
:0O _ _ _
LO - - - - - - - - -
X
e 1 108 107 - - - - - - - - -
S
O _ - _ - - - - - _
Lo - - - - - - - - -
X
e 1 10° 108 - - - = = - - - _
-
O - - _ - _ _ _ _ _

e Ornek:1 BITKI KISIMLARI (Bitki parcalar1 /Yaprak) - (Domates / Biber)
e Ornek:2 MEYVE (Domates / Biber)

e Ornek:3 TOHUM (Domates)

e Ornek:4 TOHUM (Biber)

e Ornek:5 TOHUM DOGRULAMA (Domates)

e Ornek:6 TOHUM DOGRULAMA (Biber)
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7.3.1. Tekrarlanabilirlik Calismasi Pleyt Dizaym
Cizelge 16 dogrultusunda, Cizelge 17°de belirtilen RT-gPCR Ornek Analiz Sablonu

hazirlanarak, tekrarlanabilirlik ¢aligsmasi yapilir.

Cizelge 17. Tekrarlanabilirlik Calismasi i¢in RT-qPCR Ornek Analiz Sablonu 1

Ek-1

Not: (Reaksiyon kuyularinda kullamilacak olan dillisyonlar, Cizelge 16°daki tabloya gore
ornek olarak verilmistir. Reaksiyon kuyularinda ¢calismada elde edilen degerlere gore uygun
diliisyonlar kullanilacaktir).

1 2 3 4 5 6 7 8 | 9 | 10| 11 12
OR1.1S/1P | OR1.15/2P | OR1.15/3P OR3.1S/1P | OR3.15/2P | OR3.15/3P

(10%) (10°) (10%) (10°) (10°) (10°) IC
OR1.2S/1P | OR1.25/2P | OR1.2S/3P OR3.15/4P | OR3.1S/5P | OR3.1S/6P

(10%) (10 (10%) (10°) (10) (10°) IC
OR1.3S/1P | OR1.35/2P | OR1.3S/3P OR3.1S/7P | OR3.1S/8P | OR3.1S/9P

(10%) (10 (10%) (10) (10) (10°)
OR2.1S/1P | OR2.15/2P | OR2.15/3P OR4.1S/1P | OR4.15/2P | OR4.15/3P

(10%) (10) (10) (107) (107) (107)
BOR2.25/1P | OR2.25/2P | OR2.25/3P OR4.15/4P | OR4.15/5P | OR4.15/6P

(10) (10) (10) (107) (107) (107)
BOR2.35/1P | OR2.35/2P | OR2.35/3P BORA4.1S/7P | OR4.15/8P | OR4.15/9P

(10) (10) (10°) (107) (107) (107)

PAC PAC PIC PIC NIC | NIC NTC NTC

KODLAMA: OR; Ornek Adi ve Numarasi / S; LOD diliisyonunun hemen iizerindeki diliisyondan olusan 3 adet
ya da tohum igin 1 adet seri dilisyonun numarasi / P; Her seri diliisyondan reaksiyon pleytine aktarilan paralel
calismanin numarasi.

IC / inhibisyon Kontrol

Enfekte olmamis tohumdan elde edilen ekstrakt i¢indeki PEC diliisyonudur (madde 6.3.4).

PAC / Pozitif Amplifikasyon Kontrol

RT-gPCR amplifikasyon esnasinda kullanilan TOBRFV pozitif olan sertifikali izolat RNA’s1/fragmenti.

PIC / Pozitif izolasyon Kontrol

Domates ve biber bitki kisimlari, meyve parcalari ve yaprak iceren TOBRFV ¢aligmasi i¢in yapilan her RNA izolasyonu
esnasinda, numunelere ek olarak izolasyon asamasinda ¢alismaya dahil edilen ToOBRFV enfekteli bitki pargast).

NIC / Negatif izolasyon Kontrol

RNA izolasyonu esnasinda ayri bir 6rnek olarak izolasyona dahil edilen, TOBRFV’den ari olan bitki materyalidir. Ari
materyalin bulunmadigi durumda ekstraksiyon buffer da kullanilabilir).

NTC / Negatif Template Kontrol (tim PCR reaktiflerini iceren ancak hedef veya spayk DNA, RNA veya PEC niikleik
asitleri icermeyen ve RT-qPCR amplifikasyon esnasinda kullanilan PCR grade su igeren 6rnek.
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Cizelge 18. Tekrarlanabilirlik Calismasi i¢in RT-gPCR Ornek Analiz Sablonu 2 (Menzel&Winter 2021
Primerleri)

Not: (Reaksiyon kuyularinda kullanilacak olan dilisyonlar, Cizelge 16 daki tabloya gore
ornek olarak verilmistir. Reaksiyon kuyularinda calismada elde edilen degerlere gore
uygun diliisyonlar kullamlacaktir).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A OR5.15/1P | OR5.1S/2P | ORS5.1S/3P

(107) (107) (107)

OR5.15/4P | OR5.1S/5P | ORS5.1S/6P

B (107) (107) (107)
c OR5.1S/7P | OR5.1S/8P | OR5.1S/9P

(107) (107) (107)
5 OR6.1S/1P | OR6.1S/2P | OR6.1S/3P

(10°®) (10°®) (10°®)
E OR6.15/4P | OR6.1S/5P | OR6.1S/6P

(10°®) (10°®) (10°®)
E OR6.15/7P | OR6.1S/8P | OR6.1S/9P

(10) (10) (10)
G
H PAC PAC PIC PIC NIC | NIC NTC | NTC

¢ KODLAMA: OR; Ornek Ad1 ve Numarasi (6rnek isimleri ve numaralar cizelge 17 ye gore tammlanip tablo altina yazilacaktir) /
S; LOD diliisyonunun hemen iizerindeki diliisyondan olusan 3 adet ya da tohum i¢in 1 adet seri diliisyonun numarasi / P; Her seri
diliisyondan reaksiyon pleytine aktarilan paralel caliymanin numarasi.

o PAC / Pozitif Amplifikasyon Kontrol
RT-gPCR amplifikasyon esnasinda kullanilan ToOBRFV pozitif olan sertifikali izolat RNA’s1/fragmenti..

e PIC/ Pozitif izolasyon Kontrol
Domates ve biber bitki kisimlari, meyve pargalar1 ve yaprak igeren ToBRFV ¢alismasi igin yapilan her RNA izolasyonu esnasinda,
numunelere ek olarak izolasyon agamasinda ¢aligsmaya dahil edilen ToOBRFV enfekteli bitki pargasi.

e NIC / Negatif izolasyon Kontrol
RNA izolasyonu esnasinda ayri bir 6rnek olarak izolasyona dahil edilen, TOBRFV’den ari olan bitki materyalidir. Ari materyalin
bulunmadigi durumda ekstraksiyon buffer da kullanilabilir.

e NTC/ Negatif Template Kontrol
Tum PCR reaktiflerini iceren ancak hedef veya spayk DNA, RNA veya PEC nikleik asitleri icermeyen ve RT-qPCR amplifikasyon
esnasinda kullanilan PCR grade su iceren 6rnek.

7.3.2. Tekrarlanabilirlik Sonuglarinin Degerlendirilmesi
LOD'nin hemen uzerindeki ii¢ bagimsiz seyreltme serisi ve onlara ait 3 paralel ¢alismanin

ToBRFV RT-qPCR kalitatif sonuglariin ayni olmasi gereklidir.
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Cizelge 17°den elde edilen reaksiyon kuyularina ait Cq degerleri Cizelge 19 Gzerinde belirtilir.
Cizelge 19. Tekrarlanabilirlik Calismasi igin RT-gPCR Sonuglari (1)

Cahsma Jo)
Tarihi
Calismay1
Yapan | ceceececieiennns
Personel Ad1

1. ORNEK ADI: BITKI KISIMLARI (Bitki pargalar1 /Yaprak) - (Domates / Biber)

2. ORNEK ADI: MEYVE (Domates / Biber)

3. @RNEK ADI: TOHUM (Domates)

ORNEK NO 4. ORNEK ADI: TOHUM (Biber)
CaTa28 Cq CSP1325 Cq BaCV Cq
Degerleri Degerleri Degerleri
1.seri 2.seri 3.seri 1.seri 2.seri 3.seri 1.seri 2.5€eri 3.seri

OR1.1 - - -
OR1.2 - - -
OR1.3 - - -
OR2.1 - - -
OR2.2 - - -
OR2.3 - - -
OR3.1 - - - -
OR4.1 - - - -
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Cizelge 20. Cizelge 17 icin Bildirilen, Tekrarlanabilirlik Calismas1t RT-gPCR Ornek Analizi, Kontrol
Parametresi Sonu¢ Sablonu

Calisma Tarihi SR Y
Calismay1 Yapan Personel Ad1 | ................
CaTa28 Cq Degerleri
Tekrar sayisi
PAC PIC NIC NTC IC IC
1.Tekrar
2.Tekrar
CSP1325 Cq Degerleri
PAC PIC NIC NTC IC IC
1.Tekrar
2.Tekrar
BaCV Cq Degerleri
PAC PIC NIC NTC IC IC
1.Tekrar
2.Tekrar
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Cizelge 18’den clde edilen reaksiyon kuyularina ait Cq degerleri, Cizelge 21 tzerinde belirtilir.

Cizelge 21. Tekrarlanabilirlik Calismasi icin RT-gPCR Sonuglari (2), (Menzel&Winter 2021 Primerleri)

Calisma o
Tarihi
Cahismay1
Yapan | ceeeeeeiinennns
Personel Adi
5. ORNEK ADI: TOHUM DOGRULAMA (Domates)
6. ORNEK ADI: TOHUM DOGRULAMA (Biber)
ORNEK NO Menzel&Winter 2021
Cq Degerleri
1.seri 2.seri 3.seri
OR5.1 - -
OR6.1 - -
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Cizelge 22. Cizelge 18°de bildirilen Tekrarlanabilirlik Calismas1 Igin Menzel&Winter 2021
Primerlerin RT-gPCR Ornek Analizi, Kontrol Parametresi Sonug¢ Sablonu

Calisma Tarihi P Y

Calismay1 Yapan Personel Ad1 | ................

Menzel&Winter 2021

Tekrar sayisi Cq Degerleri
FHAE PIC NIC NTC
1.Tekrar
2.Tekrar

7.4. Tekrar Uretilebilirlik
Laboratuvar ici tekrar retilebilirlik, bir metodun ayni laboratuvarda, farkli kisiler tarafindan,
farkli cihaz ve ekipmanlarla, mimkunse farkli zamanlarda ayni1 6rneklerde yaptigi 6lgtim sonuglarinin
birbirine yakinhiginin 6l¢iisiidiir. Laboratuvar ici TOBRFV analizi tekrar Uretilebilirlik galismasi igin,
kalitatif sonuglarinin ayn1 olmas1 gereklidir.
Bu dogrultuda laboratuvar, tekrar Uretilebilirlik verifikasyon calismasi igin, enfekte drnekleri

ckstraksiyonlarindan itibaren (6rnege rutin numune analizi gibi davranarak) farkli analistler ile

miimkiinse farkli zamanlarda, farkli cihaz ve ekipmanlarla calismalidir. tekrar Gretilebilirlik ¢calismasi
icin kullanilacak ornekler Sekil 1°de olusturulan numune gruplar1 dogrultusunda secilir. Buna gore;
V' bir 6rnek, bitki kisimlar (Bitki pargalari /Yaprak) - (Domates / Biber)
v" bir 6rnek, meyve (Domates / Biber),
v" bir 6rnek tohum (Domates)
v" bir érnek tohum (Biber)
V" bir 6rnek tohum Dogrulama (Domates) (Menzel&Winter 2021)
v" bir 6rnek tohum Dogrulama (Biber) (Menzel&Winter 2021)
olmak tizere toplamda en az 6 6rnek ile, tohum i¢in ekstraksiyon, diger 6rnekler igin RNA

izolasyon asamasindan itibaren, yukarida anlatilan kosullar dogrultusunda gergeklestirilir.
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7.4.1. Tekrar Uretilebilirlik Cahsmasi Pleyt Dizaym
Cizelge 23. A kisisine ait Tekrar Uretilebilirlik Calismas1 icin RT-qPCR Ornek Analiz Sablonu-1

Calisma Tarihi TR A —
Calismay1 Yapan
Personel Ady | et
1. ORNEK ADI: BITKI KISIMLARI (Bitki par¢alar1 /Yaprak) - (Domates / Biber)
Ei'ﬁi‘f:ﬁi'ﬁ 2. ORNEK ADI: MEYVE (Domates / Biber)
Arnekler 3. ORNEK ADI: TOHUM (Domates)
4. ORNEK ADI: TOHUM (Biber)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A A A
A | Kisisi Kisisi Kisisi IC
OR1/1 | OR1/2 | OR1/3
A A A
B | Kisisi Kisisi Kisisi IC
OR2/1 | OR2/2 | OR2/3
A A A

C | Kisisi Kisisi Kisisi
OR3/1 | OR3/2 | OR3/3
A A A
D | Kisisi Kisisi Kisisi
OR4/1 | OR4/2 | OR4/3

H | PAC PAC PIC PIC NIC NIC NTC | NTC

¢ IC/Inhibisyon Kontrol
Enfekte olmamis tohumdan elde edilen ekstrakt i¢indeki PEC diliisyonudur (madde 6.3.4).

e PAC / Pozitif Amplifikasyon Kontrol
RT-gPCR amplifikasyon esnasinda kullanilan TOBRFV pozitif olan sertifikali izolat RNA’s1/fragmenti.

e PIC / Pozitif izolasyon Kontrol
Domates ve biber bitki kisimlari, meyve parcalar1 ve yaprak iceren TOBRFV c¢alismasi i¢in yapilan her RNA
izolasyonu esnasinda, numunelere ek olarak izolasyon agamasinda ¢aligsmaya dahil edilen TOBRFV enfekteli
bitki pargast).

e NIC / Negatif izolasyon Kontrol
RNA izolasyonu esnasinda ayri bir 6rnek olarak izolasyona dahil edilen, ToBRFV’den ari olan bitki
materyalidir. Ari materyalin bulunmadig1 durumda ekstraksiyon buffer da kullanilabilir).

o NTC / Negatif Template Kontrol (tim PCR reaktiflerini iceren ancak hedef veya spayk DNA, RNA veya
PEC niikleik asitleri icermeyen ve RT-gPCR amplifikasyon esnasinda kullanilan PCR grade su igeren 6rnek.
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Cizelge 24. B kisisine ait Tekrar Uretilebilirlik Calismasi i¢in RT-gPCR Ornek Analiz Sablonu-1

Calisma Tarihi TR A —
Calismay1 Yapan
Personel Adi | Tt
1. ORNEK ADI: BITKI KISIMLARI (Bitki parcalar1 /Yaprak) - (Domates / Biber)
%‘ﬁi‘;‘ﬁﬂi 2. ORNEK ADI: MEYVE (Domates / Biber)
- 3. (")RNEK ADI: TOHUM (Domates)
4. ORNEK ADI: TOHUM (Biber)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
B B B
A | Kisisi | Kisisi | Kisisi IC
OR1/1 | OR1/2 | OR1/3
B B B
B | Kisisi | Kisisi | Kisisi IC
OR2/1 | OR2/2 | OR2/3
B B B

C | Kisisi | Kisisi | Kisisi
OR3/1 | OR3/2 | OR3/3

B B B
D | Kisisi | Kisisi | Kisisi
OR4/1 | OR4/2 | OR4/3

H | PAC PAC PIC PIC NIC NIC NTC | NTC

e IC/ inhibisyon Kontrol
Enfekte olmamis tohumdan elde edilen ekstrakt i¢indeki PEC dilisyonudur (madde 6.3.4).

o PAC/ Pozitif Amplifikasyon Kontrol
RT-gPCR amplifikasyon esnasinda kullanilan ToBRFV pozitif olan sertifikali izolat
RNA’s1/fragmenti.

¢ PIC/ Pozitif izolasyon Kontrol
Domates ve biber bitki kisimlar1, meyve pargalari ve yaprak iceren ToOBRFV ¢alismasi igin yapilan her
RNA izolasyonu esnasinda, numunelere ek olarak izolasyon asamasinda c¢alismaya dahil edilen
ToBRFV enfekteli bitki parcasi).

¢ NIC / Negatif izolasyon Kontrol
RNA izolasyonu esnasinda ayr1 bir 6rnek olarak izolasyona dahil edilen, ToOBRFV’den ari olan bitki
materyalidir. Ari materyalin bulunmadigi durumda ekstraksiyon buffer da kullanilabilir).

e NTC / Negatif Template Kontrol (tum PCR reaktiflerini iceren ancak hedef veya spayk DNA, RNA
veya PEC nikleik asitleri icermeyen ve RT-qPCR amplifikasyon esnasinda kullanilan PCR grade su
iceren ornek.
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Cizelge 25. A kisisine ait Tekrar Uretilebilirlik Calismasi i¢in RT-qPCR Ornek Analiz Sablonu-2
(Menzel&Winter 2021 Primerleri)

Calisma Tarihi sooctfcooadfoooes
Calismay1 Yapan
Personel Ads | rrereeeereeeees
I(éall‘lsm*;da 5. ORNEK ADI: TOHUM DOGRULAMA (Domates)
Sutanvan 6. ORNEK ADI: TOHUM DOGRULAMA (Biber)
Ornekler
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A A A
A | Kisisi | Kisisi | Kisisi
OR5/1 | OR5/2 | OR5/3
A A A
B | Kisisi | Kisisi | Kisisi
OR6/1 | OR6/2 | OR6/3
C
D
E
F
G
H | PAC PAC PIC PIC NIC NIC NTC | NTC

e PAC: Pozitif Amplifikasyon Kontrol
RT-gPCR amplifikasyon esnasinda kullanilan ToOBRFYV pozitif olan sertifikali izolat RNA’s1/fragmenti.
PIC: Pozitif izolasyon Kontrol
Domates ve biber bitki kisimlar1, meyve pargalar1 ve yaprak igeren TOBRFV ¢aligmasi i¢in yapilan her RNA
izolasyonu esnasinda, numunelere ek olarak izolasyon asamasinda ¢alismaya dahil edilen TOBRFV enfekteli
bitki pargasi.

e NIC: Negatif izolasyon Kontrol
RNA izolasyonu esnasinda ayr1 bir drnek olarak izolasyona dahil edilen, TOBRFV’den ari olan bitki
materyalidir. Ari materyalin bulunmadigi durumda ekstraksiyon buffer da kullanilabilir.

e NTC: Negatif Template Kontrol
Tim PCR reaktiflerini iceren ancak hedef veya spayk DNA, RNA veya PEC niikleik asitleri icermeyen ve
RT-gPCR amplifikasyon esnasinda kullanilan PCR grade su igeren 6rnek.
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Cizelge 26. B kisisine ait Tekrar Uretilebilirlik Calismasi icin RT-gPCR Ornek Analiz Sablonu-2
(Menzel&Winter 2021 Primerleri)

Calisma Tarihi
Calismay1 Yapan
Personel Ada
I‘iall'lsmjda 5. ORNEK ADI: TOHUM DOGRULAMA (Domates)
sufiantian 6. ORNEK ADI: TOHUM DOGRULAMA (Biber)
Ornekler
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
B B B
A | Kisisi | Kisisi | Kisisi
OR5/1 | OR5/2 | OR5/3
B B B
B | Kisisi | Kisisi | Kisisi
OR6/1 | OR6/2 | OR6/3
C
D
E
F
G
H| PAC | PAC | PIC | PIC NIC | NIC NTC | NTC

e PAC: Pozitif Amplifikasyon Kontrol
RT-gPCR amplifikasyon esnasinda kullanilan TOBRFV pozitif olan sertifikali izolat RNA’s1/fragmenti.
e PIC: Pozitif izolasyon Kontrol
Domates ve biber bitki kisimlari, meyve pargalar1 ve yaprak iceren ToOBRFV caligmasi i¢in yapilan her
RNA izolasyonu esnasinda, numunelere ek olarak izolasyon agsamasinda ¢alismaya dahil edilen TOBRFV
enfekteli bitki pargasi.
e NIC: Negatif izolasyon Kontrol
RNA izolasyonu esnasinda ayr1 bir drnek olarak izolasyona dahil edilen, ToOBRFV’den ari olan bitki
materyalidir. Ari materyalin bulunmadigi durumda ekstraksiyon buffer da kullanilabilir.
o NTC: Negatif Template Kontrol
Tim PCR reaktiflerini iceren ancak hedef veya spayk DNA, RNA veya PEC niikleik asitleri icermeyen
ve RT-gPCR amplifikasyon esnasinda kullanilan PCR grade su igeren 6rnek.
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7.4.2 Tekrar Uretilebilirlik Sonuglarinin Degerlendirilmesi

Miimkiinse farkli zamanlarda farkli cihazlarla farkli personelin (A ve B kisileri) yapmis
oldugu ToBRFV RT-gPCR kalitatif analiz sonuglart ayni1 olmalidir.

Cizelge 23 ve 24°den (A ve B kisisi) elde edilen reaksiyon kuyularina ait Cq degerleri

Cizelge 27 Uzerinde belirtilir.

Cizelge 27. Tekrar Uretilebilirlik Calismasi i¢in A ve B kisilerine ait RT-qPCR Sonuglari (1)

Cahsma
Tarini A [eeeedeeeee 3 B [eeued
Calismayl
VEGEI oo SBE eereereeeenns
Personel
Adlarn
1. ORNEK ADI: BITKI KISIMLARI (Bitki parcalar1 /Yaprak) - (Domates / Biber)
2. ORNEK ADI: MEYVE (Domates / Biber)
3. ORNEK ADI: TOHUM (Domates)
ORNEK 4. ORNEK ADI: TOHUM (Biber)
NO CaTa28 Cq CSP1325 Cq BaCV Cq
Degerleri Degerleri Degerleri
1.seri 2.seri 3.seri 1.seri 2.5eri 3.seri 1.seri 2.5€eri 3.seri
A B A B A B A B A B A B A B A B A B
OR1 - - - - - -
OR1 - - - - - -
OR1 - - - - - -
OR2 e
OR2 - - - - - -
OR2 - - - - - -
OR3
OR3
OR3
OR4
OR4
OR4
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Cizelge 28. Cizelge 23 ve 24°de Bildirilen Tekrar Uretilebilirlik Calismast i¢in, A ve B Kisilerine ait RT-
gPCR Ornek Analizi, Kontrol Parametresi Sonug Sablonu

Cahisma . .
Tl YA\ A RS : T
CaTaz28 Cq
g::;zar:l el Tekrar sayisi Degerleri
PAC PIC NIC NTC IC IC
A Kisisi 1.Tekrar
A Kisisi 2.Tekrar
B Kisisi 1.Tekrar
B Kisisi 2.Tekrar
CSP1325 Cq
Degerleri
PAC PIC NIC NTC IC IC
A Kisisi 1.Tekrar
A Kisisi 2.Tekrar
B Kisisi 1.Tekrar
B Kisisi 2.Tekrar
BaCV Cq
Degerleri
PAC PIC NIC NTC IC IC
A Kisisi 1.Tekrar
A Kisisi 2. Tekrar
B Kisisi 1.Tekrar
B Kisisi 2.Tekrar
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Cizelge 25 ve 26’dan (A ve B Kkisisi) elde edilen reaksiyon kuyularina ait Cq degerleri Cizelge 29
uzerinde belirtilir.

Cizelge 29. Tekrar Uretilebilirlik Calismasi icin A ve B Kisilerine ait RT-gPCR Sonuglar1 (2),
(Menzel&Winter 2021 Primerleri)

Calisma Tarihi At coiidevideieeee 3 Br ciid e,
Calismay1 Yapan /N8 6000000000000000 8 188 oo00000000000000
Personel Adlari i
5. ORNEK ADI: TOHUM DOGRULAMA (Domates)
6. ORNEK ADI: TOHUM DOGRULAMA (Biber)
SRNEK NO Men(z:e(;%\é\g:rtlirriZOZl
1.seri 2.seri 3.seri
A B A B A B
OR5
OR5
OR5
OR6
OR6
OR6

Cizelge 30. Cizelge 25 ve 26°da Bildirilen Tekrar Uretilebilirlik Calismas: icin, A ve B Kisilerine ait
RT-gPCR (Menzel& Winter 2021) Ornek Analizi Kontrol Parametresi Sonug Sablonu

Calisma . . B:
Tarini A8 cocodlaccedonomn § 188 cocaflosoadlaocom:
Menzel&Winter 2021

Cq Degerleri
Calisan Tekrar sayisi q Pegerfert
Personel

PAC PIC NIC NTC

A Kisisi 1.Tekrar
A Kisisi 2.Tekrar
B Kisisi 1.Tekrar
B Kisisi 2.Tekrar
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1. AMAC:
Uluslararast1 Tohum Federasyonu’nun (International Seed Federation; ISF) “Domates ve Biber
Tohumlarinda Bulasici Tomato brown rugose fruit virus (ToBRFV) Tespiti (2020)” ve Avrupa ve
Akdeniz Bitki Koruma Organizasyonu’nun (European and Mediterranean Plant Protection
Organization; EPPO) “PM 7/146 (2) Tomato brown rugose fruit virus; ToBRFV (2022)” teshis
standartlarina gore domates ve biber bitkilerinde tohum, bitki kisimlar1 (yaprak, ¢anak yaprak) ve
meyve materyalinde ToBRFV’nin tespitine yonelik: RNA izolasyonu agsamasi oncesi 6rnekleme
miktar1 ve hazirlama sekli, RNA izolasyonu, elde edilen total RNA’nin kullanilarak yapilan Real-
time RT-PCR metodu, kullanilan kimyasallar, Real Time RT-PCR bilesimi ve metot protokoliiniin

aciklanmas1 amaglanmaktadir.

2. KAPSAM:
Bu metot talimat1 Biyolojik Miicadele Arastirma Enstitiisii Miidiirliigli'ne gelen domates ve biber
bitkilerinin bitki kisimlar1 (yaprak, ¢anak yaprak ve meyve) ile tohum numunelerinden, Tomato
brown rugose fruit virus (Tobamovirus fructirugosum; ToBRFV) etmeninin tespitine yonelik
numune kabul birimine teslim edilen Orneklerin: Analiz siireci, O6rnekleme miktari/sekilleri,
izolasyon Oncesi agamalari, total RNA izolasyonu, Real-time RT-PCR asamasinda kullanilacak
kimyasallar, Real-time RT-PCR bilesimi ve metot protokolleri dahil olmak iizere tiim asamalar1

kapsamaktadir.

3. ANALIZ PRENSIBI VE YONTEM SURECI:
ToBRFV etmeninin tespitinde, tekrarlanabilirligin ve seciciligin, serolojik yontemler ve
konvansiyonel RT-PCR (Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction) yontemine gore
yiikksek olmasi ve daha kisa bir zamanda sonug¢ alinabilmesi nedeniyle Real-time Reverse
Transcription-Polymerase Chain Reaction (Real-Time RT-PCR) metodu kullanilmaktadir
(Euphresco Project, 2021).

Yapilan Real-Time RT-PCR analizleri ile domates ve biber tohumlari, bitki kisimlar1 (yaprak,
canak yaprak) ve meyve materyalinde TOBRFV etmeninin tespiti amaglanmaktadir. Real-Time RT-
PCR analizi sonucunda viris tespit edilemediginde numune serisinde TOBRFV bulunmadig: kabul

edilmektedir.

Domates ve biber bitki (yaprak, canak yaprak ve meyve) numunelerinden ToBRFV teshisinde

kullanilan Real-Time RT-PCR analizinin islem asamasi asagida verilmistir (Sekil 1).
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BITKi NUMUNESI
(Yaprak-canak yaprak-meyve)

A J

Real-time RT-PCR

7

Real-time RT-PCR
Ne gy

Saglikli bitki 6rnegi Enfekteli bitki 6rnegi

Y

Sekil 1. Domates ve biber bitki kisimlarindan (yaprak, g¢anak yaprak ve meyve) Olusan

numunelerde ToBRFV tespiti igin analiz siirecini agiklayan akis semasi.

EPPO 2022’ye gore domates ve biber tohumlarinda ToBRFV’nin tespitinde Real Time RT-PCR
yonteminin kullanilmasi ve analiz sonucunda ToBRFYV ile enfekteli oldugu belirlenen tohum
numunelerinin, farkh bir tanilama testi kullamlarak dogrulanmasi 6nerilmektedir (EPPO 2022
Ekler: 4,5 ve 7). Bu amagla EPPO 2022 PM 7/146 (2)’de onerilen farkh primer/problar secilerek
Real-Time RT-PCR testi uygulanmahdir.

Domates ve biber tohum numunelerinden ToBRFV teshisinde kullanilan Real-Time RT-PCR

analizinin islem asamasi asagida verilmistir (Sekil 2).
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TOHUM NUMUNESI

)

TOHUM EKSTRAKTINDAN ANALIZ

l

Real-time RT-PCR

a

Real-time RT-PCR
(veya Biyo analiz)

NegV
L4

Saglikli tohum Enfekteli tohum

Sekil 2. Domates ve biber tohum numunelerinden (tohum ekstraktlarindan) ToBRFV tespiti igin
analiz siirecini agiklayan akis semas.

4. TANIMLAR ve KISALTMALAR
be¢: Baz ¢ifti
EPPO: European and Mediterranean Plant Protection Organization
DTT: Dithiothreitol
Fw: Forward primer
IC: Inhibisyon Kontrol
IPC: Internal Pozitif Kontrol
ISHI: International Seed Health Initiative
ISHI-Veg: ISHI for Vegetable crops
ISF: International Seed Federation
puL: mikrolitre
uM: mikromolar
mL: mililitre
NaOCI: Sodyum Hipoklorit
NIC: Negatif Izolasyon Kontrol
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NTC: Negatif Template Kontrol

ng: nanogram

PAC: Pozitif Amplifikasyon Kontrolii

PBS: Phosphate Buffer Salin

PCR: Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction)
PEC: Pozitif Ekstraksiyon Kontrol

PIC: Pozitif izolasyon Kontrolii

Pr: Prob

gPCR: Real-Time PCR

rpm: revolutions per minute (devir sayisi)

RNA: Riboniikleik asit

Rv: Reverse primer

RT-PCR: Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction
Real-time RT-PCR: Real-time Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction)
SDS: Sodium dodecyl sulfate

SE-qPCR: Tohum ekstakti ile yapilan qPCR

ToBRFV: Tomato brown rugose fruit virus

w/v: agirlik/hacim (hacimdeki agirlik)

5. GUVENLIK ve SAGLIK UYARILARI

a. Laboratuvarda yapilan tiim g¢aligmalar sirasinda mutlaka eldiven kullanilmalidir. Ozellikle
numunelere direkt temas durumunda, her numune gegisinde eldiven degistirilmesi 6nemlidir.

b. Calismada insan saglhigina zararli olabilecek kimyasal maddelerin (B-mercaptoethanol vb.) ¢eker
ocak gibi giivenlik ekipmanlari ile kullanilmalidir.

c. Caligmalarda is gilivenligini etkileyebilecek kimyasal ya da farkli malzemeler (sivi azot)
kullanilacak ise koruyucu ekipmanlar kullanilmalidir.

d. Laboratuvarda kullanilacak tiim sarf malzemeler steril olmalidir.

e. Capraz kontaminasyon ve analizlerin dogrulugu agisindan tiim c¢aligmalarda filtreli pipet uglari
kullanilmahdir. Izolasyon, PCR karigimi ve niikleik asit ilavelerinin yapildigi béliimlerin
tamaminda farkl pipet setleri yer almalidir.

f. Miimkiinse numune inceleme, izolasyon, PCR karisimi, niikleik asit ilavesi ve PCR analizlerinin

yapildig1 boéliimlerin her birinin bagimsiz olmas1 ve negatif basing icermesi tercih edilmelidir.

6. ALET-EKiPMAN ve AKSESUARLAR
1. Biyogiivenlik kabini
2. Ceker ocak
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Cozelti pH 6l¢timii i¢in pH metre

Elektroforez tank1 ve gii¢c kaynagi

Etiv

Ezme poseti

Giivenlik ekipmanlar1 (Koruyucu tulum, 1s1 gegirmez eldiven, gozliik vb.)

Hassas terazi

© 0o N o g bk~ w

Isiticili manyetik karistiric
10. iklimlendirme kabini
11. Jel goriintiileme sistemi
12. Kuru blok 1sitict
13. Laboratuvar temel sarf malzemeleri (erlenmayer, meziir, beher, tartim kabi, pipet, sise vb.)
14. Makro-Mikro pipetler (0.1-1000 pL, 1-10 mL)
15. Masa {istii santrifiij
16. Mikrodalga firin
17. Mikrosantrifiij tiipleri (0.2-1.5-2.0-15-50 mL)
18. Mini santrifiij
19. Otoklav
20. Otomatik homojenizator
21. Otomatik mikropipet setleri
22. PCR ¢alisma kabini (Laminar-flow)
23. Real-Time PCR cihazi
24. Sogutucu ve dondurucu dolaplar (+4 °C, -20 °C ve -80 °C)
25. Tek kullanimlik, filtreli, niikleaz icermeyen pipet uglart.
26. Thermalcycler
27. Vorteks
7. MOLEKULER YONTEMLER iCiN NUMUNE HAZIRLAMA
(RNA izolasyonu Oncesi Islem Prosediirii)
7.1. Numune Hazirlama Oncesi Dikkat Edilmesi Gereken Hususlar
e Domates ve biber bitki kisimlari (yaprak, ¢anak yaprak ve meyve) ile tohumlardan RNA
izolasyonu islemlerine baglamadan 6nce, galisma yapilacak tezgdh %70 etanol veya sodyum
hipoklorit (NaOCI) kullanilarak dezenfekte edilmelidir.
e Numunelerde yiiksek konsantrasyonda viriis bulunabileceginden numuneler islenirken dikkatli
olunmalidir. Numunelere hi¢bir zaman ¢iplak el ile dokunulmamali ve her bir numunede mutlaka

eldiven degistirilmelidir.
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o Ekstrakte edilen RNA, kisa siireli saklama (<8 saat) i¢in buzdolabinda +4 C'de, -20 °C'de (<1 ay)
veya daha uzun siireler i¢in -80 °C'de saklanmalidir.
7.2. Numune Hazirlama i¢cin Alet-Ekipman ve Aksesuarlar
1. Ezme poseti
. Ogiitme cihaz1/ el homojenizatérii
. Standart masa Ustii mikrosantrifiij
. Mikropipetler
. Steril, tek kullanimlik, filtreli, niikleaz igermeyen, aerosole dayanikli pipet uglari
. Stipernatant ve kimyasal hazirliklar i¢in steril reaksiyon (mikrosantrifiij) tiipleri
. Tampon ¢ozelti hazirliklarinda kimyasal tartimlar1 i¢in hassas terazi

. Tampon ¢ozelti hazirliklari i¢in tartim kabi ve 6l¢ii silindirleri

© 00 N o o1 B~ wWwDN

. Tampon ¢ozelti hazirliklart igin steril siseler
10. Cozelti pH 6l¢timii i¢in pH metre
7.3. Numune Hazirlama I¢in Kullamlan Kimyasal Maddeler
Domates ve biber tohumlarimin homojenizasyonu asamasinda Cizelge 1 ve Cizelge 2’de belirtilen
homojenizasyon tamponlar1 kullanilmaktadir.

Cizelge 1. Fosfat Tamponlu Salin (PBS) ¢ozeltisi icerigi
(Fosfat Tamponlu Salin (PBS) - litre basina pH 7,2 - 7,4)

Kimyasal Adi Hacim
Sodyum kloriir (NaCl) 8.0g
Disodyum hidrojen fosfat (NazHPQO4) 1.15¢
Potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO,) 029

1 litreye kadar distile su eklenir, pH ayarlanir ve tampon ¢ozelti 121 °C, 15 psi'de 15 dakika
boyunca otoklavlanir.
Cizelge 2. GH+ tampon ¢ozeltisi igerigi

Kimyasal Ad1 Hacim Son konsantrasyon
Guanidin hidrokloriir 573.18 g 6 M

Sodyum asetat (4 M, pH 5.2) 50 mL 0.2M

EDTA Na; 2H20 93¢ 25 mM

PVP-10 2509 2.5% wiv

Distile su 10L

7.4. Domates ve Biber Tohum Numunelerinin Hazirlanmasi
7.4.1. Orneklem Hazirlanmasi
Ogiitme ve tohumlardan RNA ekstraksiyonu dahil olmak iizere 6rnek hazirlama zor olabilir. Tutarl:

sonuglar elde etmek ve istenirse enfeksiyon seviyesini yani alt 6rneklerin sonuglarini belirlemek
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amaciyla alt 6rnekleme yapilir (ISTA, 2021). Yanlis negatif sonu¢ alma olasiliginin daha yiiksek
oldugu seviyelerde, daha fazla alt 6rnek test edilmesi 6nerilmektedir (ISTA, 2021).

7.4.2. Orneklerin Homojenizasyonu
Domates ve biber tohumlarinin homojenizasyonu asamasinda farkli homojenizasyon tamponlari
kullanilarak gergeklestirilen iki prosediir tanimlanmistir (EPPO,2022). Farkli alternatif yontemler

mevcut olup, analizi yapan laboratuvar bu yontemlerden birini kullanabilir.

a. PBS Tampon Cozeltisi ile Homojenizasyon

e Domates ve biber i¢in 250 adet tohumdan olusan 12 alt 6rnek hazirlanir.

e Alt numunelere 10 mL (domates icin) ve 20 mL (biber i¢in) 0,1 M fosfat tamponu
(Na2HPO4/KH2PO4, pH 7,2) (Cizelge 1) eklenerek gece boyunca yaklasik 4°C'de inkiibe edilir.

e Inkiibasyon sonrasinda drnekler bir homojenizatér ile 6giitiiliir.

e Ornekler, 4 °C'de 10.000 g 'de 10 dakika santrifiij edilir ve siipernatant (iistte kalan s1v1 kisim)
RNA izolasyonu i¢in kullanilabilir.

e Kullanilacak RNA izolasyon yonteminin prosediirii dogrultusunda RNA izolasyon islemi i¢in
her ornekten siipernatant almir (Izolasyon ydntemleri boliimiinde her izolasyon ydntemi icin
alinmasi gerekli olan miktar net olarak ilgili boliimde ac¢iklanmastir).

b. GH+ Tampon Cozeltisi ile Homojenizasyon

e Domates ve biber igin 1000 adet tohumdan olusan 3 alt 6rnek hazirlanir.

e Ornekler iizerine domates tohum 6rnekleri i¢in 20 mL GH+ tamponu ve biber tohum &rnekleri
icin 40 mL GH+ tamponu (Cizelge 2) eklenir ve 30-60 dakika oda sicakliginda bekletilir.

e Oda sicakliginda bekletildikten sonra domates Ornekleri 90 saniye biber Ornekleri 4 dakika

homojenizasyona tabi tutulur.

Alternatif olarak, kuru tohumlar otomatik homojenizator ile 6giitiliir.

¢. Kuru Tohumlarin GH+ Tamponu ile Homojenizasyonu

Kuru tohumlar otomatik homojenizator ile 6giitiiliir.

Ug alt 6rnek 1000 adet domates veya alt1 alt rnek 500 adet biber tohumu 50 mL'lik bir tiipe
aktarilir ve bir ¢elik bilye (14 mm) eklenir.

e Tohumlar tiipler yukar1 bakacak sekilde 1.700 rpm'de domates tohumlari i¢in 4 dakika ve biber
tohumlar1 i¢in 7 dakika ogiitiiliir.

e Ogiitme isleminden sonra domates tohum &rnekleri icin 20 mL GH+ tamponu ve biber tohum
ornekleri i¢in 40 mL GH+ tamponu (Cizelge 2) eklenir. Homojen ¢ozeltiler elde etmek i¢in tiipler
elle calkalanir.

e Biber i¢in, ileri islemlerden 6nce, ayn1 numuneden ii¢ alt numune yapmak icin, ii¢ kez iki

homojenat birlestirilir.
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e Her bir alt numune i¢in 1 mL tohum homojenat1 1.5 mL'lik bir mikrosantrifiij tiipline aktarilir
ve 30 uL dithiothreitol-DTT (5 M) eklenir.

e Ardindan 15 dakika boyunca 850 rpm ve 65 °C'de bir ¢alkalayicida inkiibe edilir. 16.000 g'de
10 dakika santrifiij edildikten sonra kullanilacak olan RNA izolasyon yonteminin prosediiriine

gore stipernatant alinir ve RNA izolasyon islemi baslatilir.

7.5. Domates ve Biber Bitki Materyalinden (bitki kisimlari ve meyveler) Numune Hazirlanmasi
7.5.1.Orneklem Hazirlanmasi

e Domates yaprakciklar1 veya ¢anak yapraklari, biber yapraklar1 veya meyvelerden olusan
numuneler i¢in 6rneklem her bitkiden esit miktarda icermelidir. Bunun i¢in;

e Yaprak materyalinde; yapraklar istifleyerek ve tek kullanimlik 4 mm yaprak zimbasi
kullanarak yaprak diskleri hazirlayarak veya list kisimlar1 keserek veya yirtarak 6rneklem
gerceklestirilebilir.

e Domates ve biber meyve Orneklerinde; her meyvenin en az ii¢ farkli yerinden kiiglik bir
kabuk parcasi ve bitigik doku 6rneklenmelidir.

7.5.2.Orneklerin Homojenizasyonu

e Birlestirilmis 6rnekler icin genellikle daha biiyiik miktarlarda bitki materyali s6z konusudur.
Bu gibi durumlarda homojenizasyon i¢in PBS tamponu (Cizelge 1), GH+ tamponu (Cizelge
2) ve ELISA tamponu gibi tamponlar kullanilabilir.

e Bitki dokusu PBS (Cizelge 1) ile yapraklar i¢in 1:10 w/v ve meyveler i¢in 1:20 w/v
araliginda 6giitiliir. GH+tamponu kullanilacaksa bitki dokusu bir ekstraksiyon torbasina
konur ve GH+ tamponu (aralik 1:2-1:5 [w/v]) i¢inde homojenize edilir.

e Kullanilacak RNA izolasyon yonteminin prosediirii dogrultusunda RNA izolasyon islemi
i¢cin her 6rnekten siipernatant alinir (Izolasyon yéntemleri boliimiinde her izolasyon ydntemi

icin alinmasi gerekli olan miktar net olarak ilgili boliimde agiklanmistir).

8. RNA IZOLASYONU
RNA izolasyonu i¢in asagida belirtilen yontem ve/veya ticari RNA ekstraksiyon Kkitleri, firmanin

onerdigi protokol dogrultusunda kullanilabilmektedir.

1. Silika Jel Metodu (Foissac ve ark., 2001)
Metot i¢in kullanilan tampon soliisyonlarin tamami1 EK-1’de verilmistir.
a. Mikrosantrifiij tiip i¢erisine 1mL bitki 6ziitii ve 1mL ekstraksiyon tamponu (Grinding Buffer)

ilave edilerek karistirilir.
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b. Bir donceki asamada elde edilen karisimdan 0.5 mL 6nceden hazirlanmig steril mikrosantrifiij
tiip i¢ine aktarilir ve lizerine 5 pL 2-Mercaptoethanol ve 100 pL %10 SDS ilave edilir. Daha
sonra tiipler vorteks ile iyice karistirilir.

c. Tiipler zaman zaman sallanmak kaydi ile 10 dakika 70 °C'de inkiibasyona birakilir ve
ardindan 5 dakika buz igerisinde bekletilir.

d. Buz igerisinden c¢ikarilan tiipler, 14.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilir. Tipiin {istiinde
kalan 300 pL lik s1v1 (siipernatant) yeni bir tiipe alinarak lizerine 150 pL etanol (% 99.9), 35
uL silika jel ve 300 pL sodyum iodin ilave edilir.

e. Bir dnceki asamada elde edilen karisim, ¢alkalayict platform (shaker) iizerinde 10 dakika oda
1s1sinda inkiibasyona birakilir.

f. Calkalayici platformdan alinan tiipler 6.000 rpm'de 1 dakika santrifiij edildikten sonra tist s1vi
atilir ve 500 pL yikama tamponu ilave edilir. Tipler iyice vortekslenerek karistirildiktan
sonra 6.000 rpm' de santrifiij edilir. Yikama igslemi 1 kez daha tekrarlanir.

g. Ust siv1 atildiktan sonra tiiplerin iginde alkol kalmayacak sekilde iyice kurumaya birakilir
(yaklasik 30 dakika) ve daha sonrasinda 75 pL niikleaz icermeyen su ilave edilip
vortekslenerek pelet iyice ¢ozdiiriiliir. Tiipler daha sonra 70 °C 'de 4 dakika inkiibe edilir.

h. Inkiibasyon isleminin ardindan tiipler 3 dakika 14.000 rpm’de santrifiij edilir ve sonunda
olusan {ist s1v1 yeni bir tiipe aktarilarak total RNA elde edilmis olur.

i. Elde edilen total RNA’lar kullanilincaya kadar kisa siireli -20°C’de muhafaza edilecektir.

“MN NucleoSpin RNA Plant” Kiti (Machery-Nagel, Catalog number: 740949.50)
GNM™ Total RNA Mini Kit (Plant) (Catalog number: R10-202 050)

THERMO SCIENTIFIC GeneJET Plant RNA Piirifikasyon Kiti (Catalog number: K0801)
NORGEN Plant/Fungi Total RNA Piirifikasyon Kiti (Catalog number: K0801:25850)
MagNa Pure LC Total Nucleic Acid Isolation Kit ( Catalog number: 07 290 519 001)
High Pure Viral Nucleic Acid Kit (Catalog number: 11858874001)

N o a ~ wDn

9. REAL-TIME RT-PCR METODU

9.1. Real-Time RT-PCR Tanimi
ISF-ISHI-Veg (ISF, 2020) temelli bu tek asamali dubleks/tripleks Real-time RT-PCR protokolii
domates ve biber bitkisinin tohum, yaprak, ¢anak yaprak ve meyve materyalinde ToBRFV'nin tespiti
ve tanimlanmasi ic¢in kullanilmistir. Primer ve prob konsantrasyonlari orijinal protokole kiyasla
degistirilmistir. Test, CSP Labs (ABD) tarafindan gelistirilen CSP1325 primerleri ve probu birlikte
Enza Zaden BV (NL) tarafindan gelistirilen CaTa28 primerleri ve probuna dayanmaktadir.



ToBRFV TESPITI ICIN REAL-TIME RT-PCR METOT TALIMATI Ek-2]

CaTa28 primerlerinin hedef dizisi hareket proteini geni i¢inde yer almaktadir; NC 028478.1 numarali
GenBank erisiminin niikleotid dizisi kullanilarak, ileri ve geri primerler sirastyla 5163 ve 5283
pozisyonlarinda baslar ve prob 5191-5211 pozisyonlarini kapsar. CSP1325 primerlerinin hedef dizisi,
kaplama proteini geninin sonunda bulunur; GenBank erisim no NC 028478.1'in niikleotid dizisi
kullanilarak, ileri ve geri primerler sirasiyla 6144 ve 6223 pozisyonlarinda baglar ve prob 6169-6195

pozisyonlarini kapsamaktadir.

9.2. Real-Time RT-PCR Primerleri, Kullamlan Kimyasallar ve Hazirlanisi
Tek asamali dubleks/tripleks Real-time RT-PCR protokolii, domates ve biber tohumlarinda
ToBRFV'nin tespiti ve tanilanmasi igin gelistirilmis olup ayn1 zamanda yaprak/meyve materyali igin
de kullanilabilir. Analiz, Enza Zaden BV (The Netherlands) tarafindan gelistirilen CaTa28 primer-
probu ile CSP Labs (ABD) tarafindan gelistirilen CSP1325 primer-prob kombinasyonuna
dayanmaktadir. Bu analiz, dahili pozitif kontrol olarak Naktuinbouw (NL) tarafindan gelistirilen

Bacopa chlorosis virus (BaCV) primer ve probunu da igermektedir (Cizelge 3).

Cizelge 3. Domates ve biber bitkisinin yaprak, ¢anak yaprak, meyve ve tohumlarinda ToBRFV’nin
teshisi i¢in yapilan Real-time RT-PCR yonteminde kullanilan primer-prob dizileri

Primer ad1 Sekans Dizisi (5"— 3°) Kaynak
CaTa28Fw GGT GGT GTC AGTGTCTGTTT
CaTa28Rv GCG TCC TTG GTA GTG ATG TT Enza Zaden B.V.

Netherlands
CaTa28 Pr 6FAM-AGA GAA TGG AGA GAG CGG ACG AGG-BHQ1

CSP1325 Fw CAT TTG AAAGTGCATCCGGTTT
CSP1325Rv  GTACCACGTGTGTTT GCAGACA CSP Labs USA
CSP1325Pr VIC-ATGGTC CTC TGC ACC TGC ATC TTG AGA -BHQ1

BaCV-Ew _ CGA TGG GAATTCACT TTC GT

BaCV-Rv  AAT CCA CAT CGC ACA CAA GA Naktuinbouw
Netherlands

BaCV-Pr TxR- CAA TCC TCA CAT GAT GAG ATG CCG - BHQ2

BaCV’in reaksiyonda harici pozitif kontrollere (PIC ve PAC) alternatif veya ek olarak kullanilan bir
IPC oldugu unutulmamalidir. Bu nedenle 2 farkli Real-time RT-PCR karigimi alternatifli olarak
kullanilabilir. Ik reaksiyon karigimi sadece CaTa28 ve CSP1325 primerleri ile domates ve biber
bitkisinin yaprak, canak yaprak ve meyvesinden ToBRFV nin tespitinde kullanilan Real-time RT-PCR
bilesenlerini icermektedir (Cizelge 4). Ikinci reaksiyon karisimi CaTa28, CSP1325 ve BaCV
primerleri ile domates ve biber bitkisinin tohum ekstraktindan ToBRFV nin tespitinde kullanilan Real-

10
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time RT-PCR bilesenlerini igermektedir (Cizelge 5). Reaksiyon karisiminda LightCycler® Multiplex
RNA Virus Master (Roche, 7083173001) kullanilmustir.

9.3. Real-Time RT-PCR Analizinde Kullanilan Kontroller
Giivenilir bir test sonucu elde edilebilmesi i¢cin hedef organizmanin ve hedef niikleik asidin, her bir
niikleik asit ekstraksiyonu ve amplifikasyon serisi i¢in sirasiyla asagidaki kontroller analizlere dahil

edilmelidir.

Kontroller
Negatif Izolasyon Kontrolii (NIC):
RNA izolasyonu esnasinda ayr1 bir 6rnek olarak izolasyona dahil edilen, TOBRFV’den ari olan bitki

materyalidir. Ari materyalin bulunmadig1 durumda ekstraksiyon buffer da kullanilabilir.

Pozitif izolasyon Kontrol (PIC):
Domates ve biber bitki kisimlari, meyve pargalart ve yaprak igeren numunelerde, TOBRFV ¢alismasi

icin yapilan her RNA izolasyonu esnasinda, numunelere ek olarak izolasyon asamasinda ¢alismaya

dahil edilen ToBRFV enfekteli bitki pargasidir.

Negatif Template Kontrol (NTC):

Reaksiyon karisiminin hazirlanmasi sirasinda kontaminasyondan kaynaklanan yanlis pozitifleri
ortadan kaldirmak i¢in kullanilir. Tiim PCR reaktiflerini igeren ancak hedef veya spayk DNA, RNA
veya Pozitif Ekstraksiyon Kontrol (PEC) niikleik asitleri icermeyen ve Real-time RT-PCR

amplifikasyon esnasinda kullanilan PCR grade su iceren ornektir.

Pozitif Amplifikasyon Kontrol (PAC):
Real-time RT-PCR amplifikasyon esnasinda kullanilan ToOBRFV pozitif olan sertifikali izolat RNA’s1/
fragmentidir.

Inhibisyon Kontrol (IC):

Tohum analizlerinde kullanilmasi gereken kontrollerden biridir. Enfekte olmamis tohumdan elde
edilen ekstrakt i¢ine, 28-32 Cq araligina denk gelen, PEC bitki ekstraktinin bulastirilmas: ile elde
edilir. Diger tiim kontrol ve drneklerle birlikte RNA izolasyonu yapilir. Real-time RT-PCR asamasinda

diger ornekler ve analiz kontrolleri ile birlikte ayr1 bir kuyucukta kontrol parametresi olarak ytiklenir.

Not: PEC'in Cq degeri, tiim 6rneklerde IC'nin Cq degerinin 3 dongii araliginda olmalidir. Bu olmaz ise
ToBRFV kaybi1 yasanmis veya amplifikasyon asamasinda inhibisyon olmus olabilir. IC’nin Cq degeri
28-32 araliginda olmalidir.

Pozitif Ekstraksiyon Kontrol (PEC) (Internal amplifikasyon kontrol):

11
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Yalnizca tohum igeren ToBRFV calismasi i¢in yapilan her RNA izolasyonu esnasinda numuneye
spayk soliisyon olarak eklenen Bacopa chlorosis virus (BaCV), Dahlia latent viroid (DLVd) veya
Squash mosaic virus (SqMV) pozitif oldugu bilinen bitki ekstrakti. PEC, her bir numune i¢in ayni

zamanda Internal Amplifikasyon Kontrol diir.

PEC Hazirlanisi:

Spayk soliisyonu, BaCV, DLVd veya SqMV ile enfekteli bir bitkiden alinan 6rnegin tohumlara uygun
buffer icerisinde ezilmesi ile hazirlanir. Her laboratuvar spayk soliisyonunu 28-32 Cq araliginda sonug
verecek konsantrasyonda diliie etmelidir. Soliisyon, kullanilana kadar tiiplere boliintir ve -80 °C’de

saklanir.

9.4. Plate Yerlesim Diizeni
9.4.1. Tohum Numunelerinde ToBRFV Tespiti i¢in Ornek Plate Yerlesim Diizeni

Tohum numunelerinde ToBRFV tespiti icin, Real-time RT-PCR analizine almacak 1 tohum

numunesi 6rnegi (3000 adet tohum) 3 alt paralellerinin 2 tekrarli plate yerlesim plani 6rnegi Sekil 3’de

verilmistir.

A[TL1 [T12 [T13 NIC
B|[T11 [T12 |T13 NIC
C

D NTC
E NTC
F

G IC*

H[PAC [PAC |PIC |[PIC IC*

Sekil 3. Tohum numunelerinde Real-time RT-PCR yontemi ile TOBRFV analizi i¢in, 1 tohum
numunesinin (3000 adet tohum) 3 adet alt paralellerinin 2 tekrarli 6rnek plate yerlesim plani.

PAC: Pozitif Amplifikasyon Kontrol (Real-time RT-PCR amplifikasyon esnasinda kullanilan
ToBRFV pozitif sertifikali materyal drnegi).

PIC: Pozitif 1zolasyon Kontrol (Domates ve biber tohumlari, bitki kisimlari, meyve pargalart ve
yaprak iceren, TOBRFV c¢alismasi i¢in yapilan her RNA izolasyonu esnasinda, numunelere ek olarak
izolasyon asamasinda ¢aligmaya dahil edilen ToOBRFV enfekteli bitki pargasi).

NIC: Negatif Izolasyon Kontrol (RNA izolasyonu esnasinda ayri bir drnek olarak izolasyona dahil
edilen, ToBRFV’den ari olan bitki materyalidir. Ari materyalin bulunmadig1 durumda ekstraksiyon
buffer da kullanilabilir).

12
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NTC: Negatif Template Kontrol (Tiim PCR reaktiflerini iceren ancak hedef veya spayk DNA, RNA
veya PEC niikleik asitleri igermeyen ve Real-time RT-PCR amplifikasyon esnasinda kullanilan PCR
grade su igeren ornek).

T1.1 T1.2 T1.3: Analize alinacak 1 tohum numunesine ait (3000 adet tohum) 3 adet alt paralelleri ve
tekerriiri.

IC*: Tohum analizlerinde harici pozitif kontrollere (PIC ve PAC) ek olarak olarak, her bir numuneyi
ayr1 ayri izlemek igin plate diizenine Internal Kontrol (IC) eklenir. IC, enfekte olmamis tohumdan
elde edilen ekstrakt icindeki PEC diliisyonudur.

9.4.2. Bitki Kisimlarindan (yaprak, ¢anak yaprak ve meyve) TOBRFV Tespiti icin Ornek
Plate Yerlesim Diizeni

Bitki kisimlarindan (vaprak., canak vaprak ve meyve) ToBRFV tespiti icin Real-time RT-PCR

analizine alinacak bitki kisimlarina (yaprak, ¢anak yaprak ve meyve) ait her bir numunenin 2 tekrarh

ornek plate yerlesim plan1 Sekil 4’te verilmistir.

A BK.1 | BK.2 | BK.3 NIC
B BK.1 | BK.2 | BK.3 NIC
C

D NTC
E NTC
=

G

H PAC | PAC | PIC |PIC

Sekil 4. Bitki kisimlarindan (yaprak, canak yaprak ve meyve) Real-time RT-PCR yontemi ile
ToBRFV analizi i¢in, her bir numunenin 2 tekrarli 6rnek plate yerlesim plani.

PAC: Pozitif Amplifikasyon Kontrol (Real-time RT-PCR amplifikasyon esnasinda kullanilan
ToBRFV pozitif sertifikali materyal 6rnegi).

PIC: Pozitif l1zolasyon Kontrol (domates ve biber bitki kisimlari, meyve pargalar1 ve yaprak iceren,
ToBRFV calismas1 i¢in yapilan her RNA izolasyonu esnasinda, numunelere ek olarak izolasyon
asamasinda caligmaya dahil edilen TOBRFV enfekteli bitki parcast).

NIC: Negatif Izolasyon Kontrol (RNA izolasyonu esnasinda ayri bir drnek olarak izolasyona dahil
edilen, ToBRFV’den ari olan bitki materyalidir. Ari materyalin bulunmadigi durumda ekstraksiyon
buffer da kullanilabilir).

NTC: Negatif Template Kontrol (tiim PCR reaktiflerini i¢eren ancak hedef veya spayk DNA, RNA
veya PEC niikleik asitleri igermeyen ve Real-time RT-PCR amplifikasyon esnasinda kullanilan PCR
grade su igeren Ornek).
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Bitki kisimlar1 1 (BK.1): Analize alinacak bitki kisimlarindan (yaprak, ¢anak yaprak ve meyve)
olusan 1 adet numune (1 numarali numune) ve tekerriiri.
Bitki kisimlar1 2 (BK.2): Analize alinacak bitki kisimlarindan (yaprak, ¢anak yaprak ve meyve)
olusan 1 adet numune (2 numaralt numune) ve tekerriiri.
Bitki kisimlar1 3 (BK.3): Analize alinacak bitki kisimlarindan (yaprak, ¢anak yaprak ve meyve)
olusan 1 adet numune (3 numaralt numune) ve tekerriirii.

9.5. Metodun Uygulansi
9.5.1. Domates ve Biber Bitkilerinin Yaprak, Canak Yaprak ve Meyvesinden
ToBRFV’nin Tespiti:
Domates ve biber bitkilerinin yaprak, canak yaprak ve meyvesinden ToBRFV’nin tespiti i¢in tek
asamal1 dubleks Real-time RT-PCR metodu kullanilmaktadir. Analizde RealTime ready RNA Virus
Master Mix kullanilmakta ve LightCycler 480 termal cycler cihaz ile test yapilmaktadir. Real-time
RT-PCR Master mix protokoliine gére her bir reaksiyon i¢in kullanilan PCR bilesenleri Cizelge 4’te

verilmistir.

Cizelge 4. Domates ve biber bitkisinin yaprak, canak yaprak ve meyvesinden ToOBRFV nin tespitinde
kullanilan Real-time RT-PCR bilesenleri

PCR reaksiyon bilesenleri Calisma Reaksiyon basina Son
konsantrasyonu hacim (uL) konsantrasyon

Su (PCR grade water) 9

RealTime ready RNA Virus 5x 4 1%

Master Mix (Roche Life Science)

CaTa28 Fw 10 uM 0.30 0.15 uM

CaTa28 Rv 10 uM 0.30 0.15 uM

CaTa28 Pr 10 uM 0.20 0.10 uM

CSP1325 Fw 10 uM 0.30 0.15 uM

CSP1325 Rv 10 uM 0.30 0.15 uM

CSP1325 Pr 10 uM 0.20 0.10 uM

Enzyme blend 50x 0,4 1x

Ara toplam 15.00

RNA 5.00

Toplam 20.00

9.5.2. Domates ve Biber Bitkilerinin Tohumlarindan ToBRFV’nin Tespiti:
Domates ve biber bitkilerinin tohumlarindan (tohum ekstraktl) TOBRFV’nin tespiti igin tek asamali
tripleks (CaTa28, CSP1325 ve BaCV primer prob setleri kullanilmaktadir) Real-time RT-PCR metodu
kullanilmaktadir. Analizde RealTime ready RNA Virus Master Mix kullanilmakta ve LightCycler 480
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termal cycler cihazi ile test yapilmaktadir. Real-time RT-PCR Master mix protokoliine gore her bir
reaksiyon i¢in kullanilan PCR bilesenleri Cizelge 5’te verilmistir.

S6z konusu tek asamali dubleks (veya BaCV kullanildiginda tripleks) Real-time RT-PCR protokoli,
domates ve biber tohumlarinda ToBRFV'nin tespiti ve tanilanmasi i¢in kullanilmaktadir, ayrica

yapraklar veya c¢anak yapraklar i¢in de kullanilabilmektedir.

Cizelge 5. Domates ve biber bitkisinin tohum ekstraktindan ToBRFV’nin tespitinde kullanilan Real-
time RT-PCR bilesenleri

PCR reaksiyon bilesenleri Cahisma Reaksiyon basma Son
konsantrasyonu hacim (uL) konsantrasyon
Su (PCR grade water) 4,6
RealTime ready RNA Virus 5x 4 1%
Master Mix (Roche Life Science)
CaTa28 Fw 10 uM 0.75 uM 0.375
CaTa28 Rv 10 uM 0.75 uM 0.375
CaTa28 Pr 10 uM 0.50 uM 0.25
CSP1325 Fw 10 uM 0.75 uM 0.375
CSP1325 Rv 10 uM 0.75 uM 0.375
CSP1325 Pr 10 uM 0.50 uM 0.25
BaCV-F 10 uM 0.75 uM 0.375
BaCV-R 10 uM 0.75 uM 0.375
BaCV-P 10 uM 0.50 uM 0.25
Enzyme blend 50x 0,4 1%
Ara toplam 15.00
RNA 5.00
Toplam 20.00

Tek asamali dubleks/tripleks Real-time RT-PCR protokolii Cizelge 6’da verilmistir. Real-time RT-
PCR analizi bir qPCR cihazinda (ROCHE-LightCycler® 480) ger¢eklesmistir.

Not: Real-time RT-PCR parametreleri (Cizelge 4 ve 5) baska ticari TagqMan Real-time RT-PCR
kiti kullamilirken ayarlanmasi gerekebilir. TagMan Real-time RT-PCR uygulamalarina uygun
herhangi bir PCR karisimi uygunlugu ve performansi laboratuvar ici validasyon ¢alismasi ile

gosterildiginde kullanilabilir.

Cizelge 6. Real-time RT-PCR protokolii
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Temperature __ Acquisition  Ramp rate
Program Cycle Time
°C mode (°Cl/s)
Reverse Transcription 1 50 8 dk NONE 4.4
Initial Denaturation 1 95 30 sn NONE 4.4
95 1sn NONE 4.4
Amplification 40 60 20 sn Single 2.2
72 1sn NONE 4.4
Cooling 1 40 30 sn - 1.0

Not: Dubleks ve tripleks analizlerde CaTa28 primer amplifikasyonunun degerlendirilmesi FAM
kanalinda; CSP1325 primer amplifikasyonunun degerlendirilmesi VIC/HEX kanalinda; BaCV primer
amplifikasyonunun degerlendirilmesi Cyc5 kanalinda gergeklestirilir.

9.5.3. Real-Time RT-PCR Asamalari

1. Derin dondurucudan master miks igerigi (enzim hari¢) primer ve problar cikartilir, erimeye
birakilir. Erime tamamlandiktan sonra tiipler kisa siireyle santrifiij edilir.

2. Real Time RT-PCR reaksiyon karigimi, bir mikrosantrifiij tiip (ependorf tiip vb.) igerisinde, bitki
kisimlarindan olusan numune igin Cizelge 4, tohum numunesi ise Cizelge 5’teki sirayla, numune
sayisindan bir fazla olacak sekilde, pipetleme hatas1 dikkate alinarak biyogiivenlik kabini i¢inde
hazirlanir.

Not: Real Time RT-PCR reaksiyon karisimi hazirlanirken, her bir numunenin 2 tekrarli
calisilacagi, negatif (NIC ve NTC) ve pozitif kontroller (PAC ve PIC) ile tohum numunesi i¢in
internal kontrol (IC) kullanilacag: dikkate alinmalidir.

3. Karisim, plaka (plate) lizerindeki kuyucuklara veya strip kuyucuklarina 1X reaksiyon toplami (15
ul) kadar her bir numune i¢in 2 tekrarl dagitilir.

4. Her 6rnek RNA’smdan 5 pl olacak sekilde kuyucuklara eklenir (Ornek RNA’lari, reaksiyon
karisimi hazirlanan biyogiivenlik kabininden farklhi bir biyogiivenlik kabini icerisinde
eklenmelidir.). Kuyucuklara negatif (NIC ve NTC) ve pozitif kontroller (PAC ve PIC) eklenir.
Tohum numunesinde negatif ve pozitif kontrollere ek olarak IC de eklenir.

5. Negatif kontroller (NIC ve NTC) kuyucuklara, pozitif kontrol (PAC ve PIC) eklenen

kabinden farkh steril bir kabinde eklenir.

6. RNA’lar eklendikten sonra plate’in iizeri ‘seal’ adi1 verilen 6zel seffaf kaplayici ile strip tiipler ise
strip kapagi ile kapatilir.

7. Plate ve/veya strip tiipler, 2 dakika siireyle 1000 rpm’de santrifuj edilir ve karisimin kuyucuklarin
dibinde birikmesi saglanir

8. Plate, real time cihazina yiiklenir.

9. Cizelge 6’daki cihaz protokolii dogrultusunda Real-time RT-PCR analizi gerceklestirilir.

10. Real time RT-PCR sonuglari, cihazin yazilimina gore degerlendirilir.
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9.6. Real-Time RT-PCR Analiz Sonuc¢larinin Degerlendirilmesi
Her bir fluorophore icin arka plan floresansinin hemen iistiinde bir Cq (quantification cycle) esik
degeri belirlemek kullanicinin sorumlulugundadir. Sabit bir esik deger kontrol edilmeli ve gerekirse
her testte arka plan floresansinin hemen iizerinde kalacak sekilde degistirilmelidir.
ToBRFV pozitif 6rnekler igin, S seklinde amplifikasyon egrisi ile gosterilen eksponansiyel (iistel)
amplifikasyon kontrol edilir.

Real-time RT-PCR analizi i¢in negatif sonug, 6rnegin ToOBRFV igermedigi anlamina gelir.

9.6.1. Real-Time RT-PCR Analiz Sonuglarinin Dogrulanmasi
Sonuglar sadece;

- Pozitif amplifikasyon kontroli (PAC) Cq 32 altinda(Cq<32) eksponansiyel (iistel) bir
amplifikasyon egrisi verirse ve

- Negatif kontrol 6rneklerindeki Cq degerinin validasyon sirasinda laboratuvar tarafindan belirlenen
bir kesme degerinin (cut off) istiinde olmas1 durumunda gegerlidir.

IPC Cq degeri tiim ornekler i¢in Cq degerinin 3 dongiiliik sinirinda olmalidir. Bu olmazsa, TOBRFV

kayb1 veya amplifikasyon sirasinda inhibisyon olmus olabilir. IC Cq degeri 28 ile 32 Cq arasinda

olmalidir.

Not: ToBRFV i¢in DNA bir PAC olarak kullanildiysa, BaCV Cq degeri uygun reverse (ters)

transkripsiyonun da bir kontroliidiir. Real-time RT-PCR hatasi (karisim/program) ile inhibisyon

arasinda ayrim yapmak i¢in BaCV PAC Onerilmektedir.

9.6.2. Real-Time RT-PCR Analizinde Kontrollerin Dogrulanmasi

- NIC ve NTC negatif olmalidir.

- PIC ve PAC (ve varsa IC) pozitif olmalidir.

Bu kosullar karsilandiginda:

- Bir test, eksponansiyel (iistel) bir amplifikasyon egrisi iiretiyorsa pozitif olarak kabul edilecektir.

- Bir amplifikasyon egrisi iliretmeyen veya listel olmayan bir egri iireten bir test negatif olarak

kabul edilecektir.

- Celiskili veya net olmayan sonuclar elde edilirse testler tekrarlanmalidir.
ISF-ISHI-Veg'de (2020) Ct/Cq 32'lik bir 6n kesme (cut-off) degerinin belirtildigi unutulmamalidir. Ct
kesme degeri ekipman, malzeme ve kimyasala bagli oldugundan, testi uygularken her laboratuvarda
dogrulanmasi1 gerekmektedir.
ISF-ISHI-Veg zayif ¢apraz reaksiyonlar (6rn. bazi hedef dis1 tobamoviriisler) i¢in analizlerde Ct/Cq 32
olarak bir cut-off (pozitif veya negatif i¢in belirlenen sinir degeri) degeri belirlemislerdir. Bu deger ve
iizerinde olusan Ct/Cq degerlerini negatif olarak degerlendirmeye almislardir. Bununla beraber

celigkili veya net olmayan sonuglar elde edilirse testlerin tekrarlanmasini dnermektedir. Standart bir
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numunenin ISF-ISHI-Veg (2020)’ye gore LOD (Limit of Detection-Tespit Sinir1) i¢in dilisyon serileri
ile yapilan ¢aligmalar1 sonucunda yaklasik 107 degerine ulasmislardir.
9.6.3. Metodun Kullanim Kisitlamalari

Bu metot muamele gormemis tohumlar i¢in uygundur. Ayni zamanda, mevcut herhangi bir kalintinin
tahlili etkilememesi kosuluyla, dezenfeksiyon amaciyla fiziksel veya kimyasal islemler kullanilarak
islenmis tohumlarin test edilmesi i¢in de uygundur. Herhangi bir antagonizm ve/veya inhibisyon olup
olmadiginin kontroliiniin saglanmasi analiz, 6rnek spayklama (yapay kirletme/kontaminasyon) veya
deneysel karsilastirma yapmak yoluyla kullanicinin sorumlulugundadir.

Metot, koruyucu kimyasallar veya biyolojik maddelerle muamele goérmiis tohumlar i¢in valide
degildir. Islenmis tohum test edilirse, koruyucu kimyasallarin veya biyolojik maddelerin yontem
sonuclarina etkisinin olup olmadiginin deneysel olarak (analiz, 6rnek spayklama veya deneysel

karsilagtirma) belirlenmesinden kullanici sorumludur.

9.6.4. Cihaz Kontrolii
Real-time RT-PCR testinde kullanilan LightCyCler 480 cihazinin yillik bakimlari/test performans

calismasi yetkili kurumlar tarafindan yapilmalidir.

10. REAL-TIME RT-PCR METODU (ISF, 2020'den CaTa28, CSP1325 ve BaCV Primer-Prob
Setleri Kullanllarak) SONUCUNDA ToBRFV ILE ENFEKTELI BULUNAN TOHUM
NUMUNELERINDE DOGRULAMA METODU (Real-Time RT-PCR Testi, Menzel & Winter,
2021; EPPO 2022)

ISF 2020’nin 6nerdigi CaTa28 ve CSP1325 primerleri ile yapilan dubleks/tripleks Real-time RT-PCR
analizleri sonucunda ToBRFV ile enfekteli oldugu belirlenen domates ve biber tohum numunelerinde,
ToBRFV’nin enfektif olup olmadigint dogrulamak i¢in “Lokal Lezyon Analizi” istenmektedir. Lokal
lezyon analizini uygulama ve sonu¢ alma asamalar1 ¢ok uzun (45-60 giin) siirmektedir. Bu
nedenle EPPO 2022 PM 7/146 (2)’de onerildigi gibi ToBRFV ile enfekteli bulunan domates ve

biber tohum numunelerinin dogrulama analizi farkh primer prob setleri (EPPO 2022 Ekler:4, 5
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ve 7; Menzel, W. ve Winter, S. 2021) kullanilarak yapilmaktadir. Ayrica ToBRFV ig¢in “Lokal

Lezyon Analizi” metodu da bulunmaktadir.

EPPO 2022 PM 7/146 (2)’de yer alan Menzel, W. ve Winter, S. (2021)’1n 6nerdigi Real-time RT-PCR

metodu asagida yer almaktadir.

10.1. Real-Time RT-PCR Tanmim
Tek asamali Real-time RT-PCR protokolii, domates ve biber yapraklarinda, ¢anak yapraklarinda,
meyvelerinde ve tohumlarinda ToBRFV'nin tespiti ve tanilanmasi i¢in uygundur. Test, Menzel ve
Winter (2021) tarafindan yayimnlanan primerler ile proba dayanmaktadir. Primerler ve prob, kilif
protein geninin sonundan 3- NTR'nin ortasina (Genbank erisim no. NC 028478 igin pozisyon 6133-
6228) kadar olan bir pargay1 hedeflemektedir.
EPPO 2022’de domates ve biber tohumlarinda ToBRFV nin tespitinde Real-time RT-PCR ydnteminin
kullanilmas1 (EPPO 2022 Ekler: 4, 5 ve 7) ve analiz sonucunda ToBRFV ile enfekteli oldugu
belirlenen tohum numunelerinin, farkli bir tanilama testi (EPPO 2022 Ekler: 4, 5 ve 7) kullanilarak
dogrulanmasi 6nerilmektedir.
Bu amacla domates ve biber tohumlarinda, CaTa28, CSP1325 ve BaCV primer problar1 kullanilarak
yapilan tripleks Real-time RT-PCR analizi sonucunda ToBRFV ile enfekteli oldugu belirlenen
numunelerin dogrulanmasi amaciyla Menzel ve Winter, 2021°de belirtilen TOBRFV sl ve ToOBRFV
gas2 primerleri ile TOBRFVpl probu (Cizelge 7) kullanilmaktadir (EPPO 2022).

10.2. Real-Time RT-PCR Primerleri, Kullamlan Kimyasallar ve Hazirlanis
Domates ve biber tohumlarinda TOBRFV’nin varliginin dogrulanmasi amaciyla RealTime ready RNA
Virus Master Mix kullanilarak LightCycler 480 termal cycler cihazi ile test yapilmaktadir.
Kullanilan TOBRFV @sl1 ve ToBRFV qas2 primerleri ile TOBRFVpl probu Cizelge 7°de verilmistir
(EPPO 2022).

Cizelge 7. ToBRFYV ile enfekteli bulunan tohum numunelerinde dogrulama analizi igin yapilan Real-
time RT-PCR yo6nteminde kullanilan primer-prob dizileri

Primer ad1 Sekans Dizisi (5"— 37) Kaynak

ToBRFV gsl Fw CAATCA GAG CACATT TGAAAGTGC A
ToBRFV gas2Rv CAG ACACAATCT GTTATTTAAGCATC
ToBRFVp1 Prob 6FAM-ACA ATG GTC CTC TGC ACC TG-BHQ1

(EPPO 2022; MENZEL
ve WINTER, 2021)

10.3. Real-Time RT-PCR Analizinde Kullanilan Kontroller
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Giivenilir bir test sonucu elde edilebilmesi i¢in hedef organizmanin ve hedef niikleik asidin, her bir
niikleik asit ekstraksiyonu ve amplifikasyon serisi i¢in sirasiyla agsagidaki kontroller analizlere dahil

edilmelidir.

Kontroller

Negatif izolasyon Kontrolii (NIC):
RNA izolasyonu esnasinda ayri bir 6rnek olarak izolasyona dahil edilen, TOBRFV’den ari olan bitki

materyalidir. Ari materyalin bulunmadig1 durumda ekstraksiyon buffer da kullanilabilir.

Pozitif izolasyon Kontrol (PIC):
Domates ve biber tohumlari, bitki kisimlar1, meyve pargalar1 ve yaprak igeren numunelerde, TOBRFV
caligmast i¢in yapilan her RNA izolasyonu esnasinda, numunelere ek olarak izolasyon asamasinda

caligsmaya dahil edilen TOBRFV enfekteli bitki parcasidir.

Negatif Template Kontrol (NTC):

Reaksiyon karistmiin hazirlanmasi sirasinda kontaminasyondan kaynaklanan yanlis pozitifleri
ortadan kaldirmak i¢in kullanilir. Tiim PCR reaktiflerini igeren ancak hedef veya spayk DNA, RNA
veya PEC niikleik asitleri igermeyen ve Real-time RT-PCR amplifikasyon esnasinda kullanilan PCR

grade su iceren Ornektir.

Pozitif Amplifikasyon Kontrol (PAC):
Real-time RT-PCR amplifikasyon esnasinda kullanilan ToOBRFV pozitif olan sertifikali izolat RNA’s1/
fragmentidir.

Not: PIC'e alternatif veya ek olarak, her bir bireysel ornegi ayri ayr izlemek igin dahili pozitif
kontroller (Internal Control-IC) kullanilabilir. IC, tercihen nad5 (Botermans ve ark., 2013) gibi RNA

hedeflerini ¢ogaltan korunan primerler kullanilarak matrisin endojen niikleik asidini i¢erebilir. Ancak,
tohum Ornekleri i¢cin nad5 tutarli bir sekilde performans gostermeyebilir. Bu durumda, COX (6rn.
Weller ve ark., 2000 veya Papayiannis ve ark., 2011) IC olarak kullanilabilir. Alternatif olarak, Bacopa
chlorosis virus (BaCV) ile enfekte olmus bir bitkiden hazirlanan bir BaCV spayki, RNA ekstraksiyonu
sirasinda eklenebilir (EPPO 2022, Ek 1). BaCV'ye 6zgii primerler ve problar kullanilmalidir. Bu metot
talimatinin 9. ve 9.5. basliklarinda ayrintili olarak yer almaktadir (EPPO 2022; ISF, 2020).

Inhibisyon Kontrol (IC):
Tohum analizlerinde kullanilmasi gereken kontrollerden biridir. Enfekte olmamis tohumdan elde

edilen ekstrakt i¢ine, 28-32 Cq araligina denk gelen, PEC bitki ekstraktinin bulastirilmasi ile elde
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edilir. Diger tiim kontrol ve drneklerle birlikte RNA izolasyonu yapilir. Real-time RT-PCR asamasinda
diger ornekler ve analiz kontrolleri ile birlikte ayr1 bir kuyucukta kontrol parametresi olarak yiiklenir.
Not: PEC'in Cq degeri, tiim 6rneklerde IC'nin Cq degerinin 3 dongii araliginda olmalidir. Bu olmaz ise
ToBRFV kayb1 yasanmis veya amplifikasyon asamasinda inhibisyon olmus olabilir. IC’nin Cq degeri
28-32 araliginda olmalidir.

Pozitif Ekstraksiyon Kontrol (PEC) (Internal amplifikasyon kontrol):

Yalnizca tohum iceren ToBRFV c¢alismasi i¢in yapilan her RNA izolasyonu esnasinda numuneye
spayk soliisyon olarak eklenen Bacopa chlorosis virus (BaCV), Dahlia latent viroid (DLVd) veya
Squash mosaic virus (SqMV) pozitif oldugu bilinen bitki ekstrakti. PEC, her bir numune i¢in ayni

zamanda Internal Amplifikasyon Kontrol’diir.

PEC Hazirlanisi:

Spayk soliisyonu, BaCV ile enfekteli bir bitkiden alinan 6rnegin tohumlara uygun buffer icerisinde
ezilmesi ile hazirlanir. Her laboratuvar spayk soliisyonunu 28-32 Cq araliginda sonug¢ verecek

konsantrasyonda diliie etmelidir. Soliisyon, kullanilana kadar tiiplere boliiniir ve /80 “C’de saklanur.

10.4. Plate Yerlesim Diizeni
10.4.1. Tohum Tumunelerinde ToBRFV Tespiti icin Ornek Plate Yerlesim Diizeni
Tohum numunelerinde ToBRFV tespiti icin, Real-time RT-PCR analizine alinacak 1 tohum

numunesi 6rnegi (3000 adet tohum) 3 alt paralelleri ile 2 tekrarli plate yerlesim plan1 6rnegi Sekil 5°te

verilmistir.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A|T11 |T12 |T13 NIC
B|T11 | T1.2 |TL1L3 NIC
C
D NTC
E NTC
F
G IC*
H | PAC | PAC |PIC |PIC IC*

Sekil 5. Tohum numunelerinde Real-time RT-PCR yo6ntemi ile ToBRFV analizi i¢in, 1 tohum
numunesinin (3000 adet tohum) 3 adet alt paralellerinin 2 tekrarli rnek plate yerlesim plani.
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PAC: Pozitif Amplifikasyon Kontrol (Real-time RT-PCR amplifikasyon esnasinda kullanilan
ToBRFV pozitif sertifikali materyal drnegi).

PIC: Pozitif 1zolasyon Kontrol (domates ve biber tohumlari, bitki kisimlari, meyve pargalar1 ve yaprak
iceren TOBRFYV caligmasi i¢in yapilan her RNA izolasyonu esnasinda, numunelere ek olarak izolasyon
asamasinda caligmaya dahil edilen TOBRFV enfekteli bitki pargasi).

NIC: Negatif Izolasyon Kontrol (RNA izolasyonu esnasinda ayr1 bir 6érnek olarak izolasyona dahil
edilen, ToOBRFV’den ari olan bitki materyalidir. Ari materyalin bulunmadig1 durumda ekstraksiyon
buffer da kullanilabilir).

NTC: Negatif Template Kontrol (tiim PCR reaktiflerini igeren ancak hedef veya spayk DNA, RNA
veya PEC niikleik asitleri icermeyen ve Real-time RT-PCR amplifikasyon esnasinda kullanilan PCR
grade su igeren ornek).

T1.1 T1.2 T1.3: Analize alinacak 1 tohum numunesine ait (3000 adet tohum) 3 adet alt paralelleri ve
tekerriirii.

Not*: Tohum analizlerinde PIC alternatif veya ek olarak, her bir numuneyi ayr ayr1 izlemek i¢in plate
diizenine Internal Kontrol (IC) eklenebilir. IC, enfekte olmamis tohumdan elde edilen ekstrakt
icindeki PEC diliisyonudur.

10.5. Metodun Uygulanisi

Domates ve biber bitkilerinin tohumlarindan ToBRFV’nin varliginin dogrulanmasi i¢in RealTime
ready RNA Virus Master Mix kullanilarak LightCycler 480 termal cycler cihazi ile test yapilmaktadir.
Real-time RT-PCR Master mix protokoliine gore her bir reaksiyon igin kullanilan PCR bilesenleri
Cizelge 6’da verilmistir.

S6z konusu tek asamali Real-time RT-PCR protokolii, domates ve biber tohumlarinda ToBRFV'nin
varliginin dogrulanmasi i¢in kullanilmaktadir, ayrica yapraklar veya c¢anak yapraklar i¢in de
kullanilabilmektedir.

Cizelge 8. Domates ve biber bitkisinin tohumlarinda ToBRFV’nin varligimin dogrulanmasinda
kullanilan Real-time RT-PCR bilesenleri

PCR reaksiyon bilesenleri Calisma Reaksiyon basina Son
konsantrasyonu hacim (uL) konsantrasyon

Su (PCR grade water) 8,9

RealTime ready RNA Virus 5x 4 1%

Master Mix (Roche Life Science)

ToBRFV gsl 10 pM 0.6 0.03 uM

ToBRFV qas2 10 uM 0.6 0.03 uM

ToBRFV pl 10 pM 0.5 0.25 uM

Enzyme blend 50x 0,4 1%

Ara toplam 15.00
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RNA

5.00

Toplam

20.00

Not: Real-time RT-PCR parametreleri (Cizelge 8 ve 9) baska ticari TagMan Real-time RT-PCR Kkiti

kullanilirken ayarlanmasi gerekebilir. TagMan Real-time RT-PCR uygulamalarina uygun herhangi bir

PCR karisim1 uygunlugu ve performansi laboratuvar i¢i validasyon caligmasi ile gosterildiginde

kullanilabilir.

Tek asamali Real-time RT-PCR reaksiyon protokolii Cizelge 9°da verilmistir. Real-time RT-PCR
reaksiyonlart JPCR cihazinda (ROCHE-LightCycler® 480) ger¢eklesmektedir.

Cizelge 9. Real-time RT-PCR protokolii

Temperature __. Acquisition  Ramp rate

Program Cycle oC Time mode °Cls)
Reverse Transcription 1 50 8 dk NONE 4.4
Initial Denaturation 1 95 30 sn NONE 4.4

95 1sn NONE 4.4
Amplification 40 60 20 sn Single 2.2

72 1sn NONE 4.4
Cooling 1 40 30 sn - 1.0

Not: Tek asamali Real-time RT-PCR analizlerde ToBRFV sl ve ToBRFV qas2 primer

amplifikasyonunun degerlendirilmesi FAM kanalinda gerceklestirilir.

10.5.1. Real-Time RT-PCR Asamalari

1. Derin dondurucudan master miks igerigi (enzim hari¢) primer ve problar cikartilir, erimeye

birakilir. Erime tamamlandiktan sonra tiipler kisa siireyle santrifiij edilir.

2. Real-time RT-PCR reaksiyon Karisimi, bir mikrosantrifiij tiip (eppendorf tiip vb.) icerisinde

Cizelge 8’daki sirayla ornek sayisindan bir fazla olacak sekilde, pipetleme hatasi dikkate

aliarak, biyogiivenlik kabini i¢cinde hazirlanir.

Not: Real Time RT-PCR reaksiyon karisimi hazirlanirken, her bir numunenin 2 tekrarl
caligilacagi, negatif (NIC ve NTC) ve pozitif kontroller (PAC ve PIC) kullanilacag: dikkate

alinmalidir.

3. Karisim, plaka (plate) iizerindeki kuyucuklara veya strip kuyucuklarina 1X reaksiyon toplami

(15 wl) kadar dagitilir.
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4. Her ornek RNA’dan 5 pl olacak sekilde kuyucuklara eklenir. Kuyucuklara negatif ve pozitif
kontroller ile gerekirse IC eklenir (Ornek RNA’lar1, reaksiyon karigimi hazirlanan biyogiivenlik
kabininden farkl bir biyogiivenlik kabini i¢erisinde eklenmelidir).

5. RNA'’lar eklendikten sonra plate’in {izeri ‘seal’ ad1 verilen 6zel seffaf kaplayici ile strip tiipler ise
strip kapagi ile kapatilir.

6. Plate ve/veya strip tiipler, plate santrifiijiinde 2 dakika siireyle 1000 rpm’de santrifuj edilir ve
karigimin kuyucuklarin dibinde birikmesi saglanir.

7. Plate, real time cihazina yiiklenir.

8. Cizelge 9’daki cihaz protokolii dogrultusunda Real-time RT-PCR analizi gergeklestirilir.

9. Real-time RT-PCR sonuglari, cihazin yazilimina gore degerlendirilir.

10.6. Real-Time RT-PCR Analiz Sonu¢larimin Degerlendirilmesi

- NIC ve NTC negatif olmalidir.

- PIC ve PAC (ve varsa IC) pozitif olmalidir.

- Bu kosullar karsilandiginda

- Bir test, eksponansiyel (iistel) bir amplifikasyon egrisi tiretirse pozitif olarak kabul edilecektir.

- Bir amplifikasyon egrisi liretmeyen veya iistel olmayan bir egri iireten bir test negatif olarak
kabul edilecektir.

- Celiskili veya net olmayan sonugclar elde edilirse testler tekrarlanmalidir.

- Zayif gapraz reaksiyonlarin 6rnegin bazi hedef olmayan tobamoviriislerle ortaya ¢ikabilecegi ve
bu nedenle bir kesme degerinin gerekli oldugu unutulmamalidir (N. Mehle, yaymlanmamais).
VALITEST test performans galigmasi i¢in olusturulan test agiklamasinda Cq 35'lik bir 6n kesme
degeri belirtilmistir. Cq kesme degeri ekipman, malzeme ve kimyasala bagli oldugundan, test

uygulanirken her laboratuvarda dogrulanmasi gerekir.

10.6.1. Metodun Kullamim Kisitlamalari

Bu metot muamele gérmemis tohumlar i¢in uygundur. Ayni zamanda, mevcut herhangi bir kalintinin
tahlili etkilememesi kosuluyla, dezenfeksiyon amaciyla fiziksel veya kimyasal islemler kullanilarak
islenmis tohumlarin test edilmesi i¢in de uygundur. Herhangi bir antagonizm ve/veya inhibisyon olup
olmadiginin kontroliiniin saglanmasi analiz, 6rnek spayklama (yapay kirletme/kontaminasyon) veya
deneysel karsilastirma yapmak yoluyla kullanicinin sorumlulugundadir.

Metot koruyucu kimyasallar veya biyolojik maddelerle muamele gérmiis tohumlar i¢in valide degildir.
Islenmis tohum test edilirse, koruyucu kimyasallarin veya biyolojik maddelerin ydntem sonuglarina
etkisinin olup olmadigmin deneysel olarak (analiz, 6rnek spayklama veya deneysel karsilastirma)

belirlenmesinden kullanici sorumludur.
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10.6.2. Cihaz Kontrolii

Real-time RT-PCR testinde kullanilan LightCyCler 480 cihazinin yillik bakimlari/test performans

caligmasi yetkili kurumlar tarafindan yapilmalidir.
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EK-1

Silika jel total RNA izolasyon protokoliinde kullanilan tampon cozeltiler ve miktarlar

Tamponlar Kimyasal Miktar Aciklamalar
1 Grinding 0.2 M Sodium Acetate  1.6406 Sodium acetate 100 mL hacimli
Buffer (pH:5.2) gr bir beher i¢inde belirtilen miktarda
(100 mL) 25 mM EDTA 20-25 mL distile su iginde eritilir
1 M Potasium Acetate 0.930gr ve pH 52 ayarlamir. pH
4 M Guanidine 9.814 gr ayarlandiktan sonra diger
Thiocyanate 47.264 kimyasallar sirast ile belirtilen
veya ar miktarlarda PVP hari¢ behere
6 M Guanidine veya ilave edilir. Cozelti i¢ine konulan
Hydrochloride 57.318 kimyasallar eger erimez ise bir
%2.5 PVP gr miktar manyetik  karistiricida
2.59r sitilabilir. Hazirlanan ¢ozelti son
olarak 100 mL’ye tamamlanir,
otoklav  sisesine aktarilir ve
otoklav edilir (121 °C- 1.2 atm
basing- 25 dakika). Otoklav islemi
bittikten sonra sise igerisine PVP
ilave edilir. Cozelti +4°C de
saklanir.
2 %10’luk SDS Sodium Dodecyl 10gr  Sodium Dodecyl Sulfate bir beher
(100 mL) Sulfate icinde yaklasik 40-50 mL distile
su ic¢inde eritilir. Daha sonra 100
mL tamamlanir. Co6zelti daha
sonra 0.22 pL filtreden gegirilir ve
oda 1s1sinda saklanir.
3 Washing 10 mM TRIS-HCI 0.605 gr Tris bir beher igerisinde yaklagik
Buffer (pH: 7.5) 200 mL distile su iginde eritilir ve
0.0093  pH: 7.5 HCI ile ayarlanir. Daha
(500 mL) 0,05 M EDTA g sonra diger kimyasallar sirasi ile
) I ilave edilir ve 250 mL distile su
50 mM Sodium ile tamamlanir. Cozelti 500
Chloride 14619 mLlik otoklav sisesine aktarilir
ve otoklav edilir (121 °C- 1.2 atm
basing- 25 dakika). Otoklavdan
cikan ¢ozeltinin iizerine 250 mL
saf alkol ilave edilir ve ¢ozelti
+4°C de saklanr.
4 Sodium 6 M Sodium Iodide 8.993gr 2-3 mL distile su igerisinde
fodid sodium iodide belirtilen
(10 mL) 0.15 M Sodium Sulfate  0.189 gr miktarlarda eritilir. Daha sonra

sodium sulfate ilave edilir ve

Ek-2]
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¢ozelti 10 mL tamamlanir.
Hazirlanan ¢ozelti koyu renkli bir

sisede +4°C de saklanir.
5 Silika Jel Silicon Dioxide (pH: Sgr 5 mL distile su igerisine belirtilen
2) miktarlarda silicon dioxide ilave

S edilir. Hazirlanan karigimm pH

kagidi  yardimi ile pH:2’ye
ayarlanir.
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1. AMAC:
Uluslararast Tohum Federasyonu’nun (ISF, 2020) “Domates ve Biber Tohumlarinda
Bulasict Tomato brown rugose fruit virus; TOBRFV Tespiti” teshis standartlarina gore,
ogiitiilerek RNA’s1 elde edilen domates ve biber tohum numunelerinin, Real-time RT-
PCR analizi sonucunda ToBRFV ile enfekteli bulunmasi durumunda, ToBRFV’nin
bulasici (enfektif) olup olmadiginin dogrulanmasi amaciyla yapilan lokal lezyon analizinin

metot protokoliiniin agiklanmasi amaglanmaktadir.

2. KAPSAM:
Bu metot talimati, Biyolojik Miicadele Arastirma Enstitlisii Miidiirliigii’ne gelen domates
ve biber tohum numunelerinin 6giitiilerek ekstrakte edilen RNA 6rneklerinde, Real-time
RT-PCR analizi sonucunda ToBRFV ile enfekteli bulunmasi durumunda, ToBRFV
etmeninin bulasic1 (enfektif) olup olmadigimin tespitine yonelik lokal lezyon analizinin

malzemelerini ve tiim analiz asamalarin1 kapsamaktadir.

3. ANALIZ PRENSIBI VE YONTEM SURECI:

ToBRFV etmeninin tespitinde, tekrarlanabilirligin ve segiciligin, serolojik yontemler ve
konvansiyonel RT-PCR (Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction) yontemine
gore yliksek olmasi ve daha kisa bir zamanda sonug alinabilmesi nedeniyle Real-time
Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction (Real-time RT-PCR) metodu
kullanilmaktadir (ISF, 2020; Euphresco Project, 2021). Real-time RT-PCR analizi
sonucunda viriis tespit edilemediginde tohum numune serisinde ToBRFV bulunmadigi
kabul edilmektedir.

Real-time RT-PCR analizi sonucunda ToBRFV ile enfekteli bulunan tohum
numunelerinde, ToBRFV’nin tespitinde Real-time RT-PCR yonteminin kullanilmasi ve
analiz sonucunda ToBRFV ile enfekteli oldugu belirlenen tohum numunelerinin, farkl bir

tanilama testi kullanilarak dogrulanmasi 6nerilmektedir (EPPO 2022 Ekler: 4, 5 ve 7).

Alternatif olarak bu metotta agiklanan lokal lezyon analizi ile de dogrulama
yapilabilmektedir (ISF, 2020). Domates ve biber tohum numunelerinden ToBRFV teshisi
ve dogrulanmasi i¢in kullanilan Real-time RT-PCR analizi ile lokal lezyon analizinin

islem asamas1 Sekil 1’de verilmistir.
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TOHUM NUMUNESI
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Sekil 1. Tohum numunelerinden (tohum ekstraktlarindan) ToBRFV tespiti i¢in analiz

stirecini agiklayan akis semasi.
4. LOKAL LEZYON ANALIiZi

ToBRFV, Nicotiana tabacum cv. Xanthi NN ve Nicotiana glutinosa yapraklarinda
tobamovirtisler igin tipik olan hipersensitif reaksiyona neden olmaktadir (Luria ve ark., 2017).

Analizde kullanilan test bitkilerinde tipik olan hipersensitif reaksiyonlar takip edilmelidir.

4.1. Malzemeler
a. Analiz bitkileri (Nicotiana glutinosa veya Nicotiana tabacum cv. Xanthi NN)
b. Carborundum (320 mesh grit powder, Fisher Scientific veya muadili)

¢. Kontroller:
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- Positive Process Control (PPC): lyi karakterize edilmis pozitif tohum serisi/lotu veya
PBS tohum ekstraksiyon tamponu iginde yeterince seyreltilmis, Solanaceous konukgularinin
(domates, biber) TOBRFV ile enfekte yapraklarinin sivi ekstrakti.

- Negative Process Control (NPC): Tohum ekstraksiyon tamponu veya ToBRFV
bulundurmayan domates/biber tohumu ekstrakti.

d. Tohum ekstraksiyon tamponu (Fosfat Tamponlu Salin — PBS, Cizelge 1):

Cizelge 1. Fosfat Tamponlu Salin (PBS) ¢o6zeltisi icerigi

(Fosfat Tamponlu Salin (PBS) - litre basina pH 7,2 - 7,4)

Kimyasal Adi Hacim
Sodyum kloriir (NaCl) 809
Disodyum hidrojen fosfat (Na2HPO4) 1.15¢
Potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO,) 029

1 litreye kadar distile su eklenir, pH ayarlanir ve tampon ¢ozelti 121 °C, 15 psi‘de 15 dakika
boyunca otoklavlanir.
e. Eldiven veya alkali sabun ve su

f. Koruyucu maske

4.2. Nicotiana analiz bitkilerinin inokulasyonu ve inkiibasyonu

e Tohum ekstakti ile yapilan Real-time RT-PCR analizindeki orijinal 12 tohum ekstraksiyon
alt numunesi kullanilir.

e Tohum ekstraksiyonlari i¢in muhafaza kosullar1 karsilanmadiginda ve Real-time RT-PCR
1000 tohumluk alt numunelerde yapildiginda, yeni bir tohum ornegi alnir ve 250
tohumluk 12 alt numune PBS tampon ¢o6zeltisi ile 6giitiiliir.

PBS Tampon Cozeltisi ile Homojenizasyon

- Domates ve biber i¢in 250 tohumdan olusan 12 alt 6rnek hazirlanir.
- Alt numunelere domates igin 10 mL ve biber i¢in 20 mL 0,1 M fosfat tamponu
(Na2HPO4/KH2PO4, pH 7,2) (Cizelge 1) eklenerek gece boyunca yaklasik 4°C'de inkiibe
edilir.
- Inkiibasyon sonrasinda érnekler bir homojenizatér ile dgiitiiliir.
- Ornekler, 4 °C'de 10.000 g 'de 10 dakika santrifiij edilir ve siipernatant (iistte kalan s1vi
kisim) RNA izolasyonu ve lokal lezyon analizi i¢in kullanilabilir.

e Analiz bitkileri (Nicotiana glutinosa veya Nicotiana tabacum cv. Xanthi NN) yeterli 151k

yogunlugunda ve 20-25° C’de biiytitiiliir.
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e Yiiksek turgorlu 4 -5 gercek yaprakl bitkiler secilir. Yash bitkiler veya ¢igeklenmis olanlar
kullanilmaz.

e Ilk gergek yaprak (en yash gercek yaprak), farkli sekil/doku/kalmlik gibi dzelliklerinden
dolay1 daha az duyarli olacagi i¢in kullanilmamalidir.

e Mildiyo’den (Downy mildew) etkilenmis tiitiin bitkilerinin yapraklart énemli 6l¢iide daha
az duyarlidir. Inokulasyon yapilmis bitkide goriilebilir belirtiler olmamalidir ve hastalik
bulundurmamalidir.

e Yaprak yiizeyinde cok ince bir tabaka olusturacak sekilde yeterli miktarda carbondurum
(320 mesh grit powder, Fisher Scientific veya muadili) yapraklara serpilir. Koruyucu
maske kullanilmalidir.

e Her bir alt numune i¢in toplam 4 yaprak olmak iizere, 2 bitkinin (neredeyse, yaklasik
olarak) tamamen biiyiimiis iki yapraginin tiim yiizeyi her bir tohum ekstrakti ile inokule
edilmelidir.

e Yaprak iizerine bir damla inokulum (100-200 mikrolitre) damlatilir. Eldiven giyildikten
sonra parmaklar ile yapraga zarar vermeden sabit ve hafif bir basin¢ uygulanarak damla
ylizeye yayilir.

Not: Eldivenle calisilirken ornekler arasinda eldivenler degistirilir veya alkali sabun ya da
muadili kullanilarak eller temizlenir ve kalintilar1 uzaklastirmak i¢in su ile durulanir.

e Inokulasyon sonrasi bitkiler birkac dakika ¢esme suyu ile durulanir.

e Bitkiler PPC ve NPC ile tohum ekstrakti i¢in kullanilanlara benzer sekilde inokule edilir.

e Bitkiler, kontrollii sartlarda, 20-25° C’de ve en az 12 saat 151k verilerek 5-7 giin siireyle
inkube edilir.

Not: Tiitlin bitkilerinin asir1 duyarlilik reaksiyonlari, lokal lezyon gelisimi, 28° C’nin
iizerindeki sicakliklarda goriilmeyebilir ve farkli tobamoviriisler i¢in degiskenlik

gosterebilir.

4.3. Inokule edilmis bitkilerin degerlendirilmesi

e Inokule edilmis yapraklar lokal lezyonlar agisindan incelenir.

e Cok sayida lokal lezyon varsa, PPC ve NPC ile yapilan bir karsilastirma, gézlemlenen
lezyonlarin ¢ogunun veya tamaminin gercek virlis lezyonlar1 olup olmadigini, Grnegin
stirtiinme hasarindan kaynaklanmis olup olmadigini, kolayca ortaya ¢ikaracaktir.

e Inokule edilmis bitkilerde TOBRFV igin Real-time RT-PCR testi ile dogrulama yapulir.

o Istege bagh: Lezyonlar az sayidaysa, mekanik hasar (inokulasyon sirasinda verilen hasar

ya da pestisit kullanim1 gibi) ya da gergek viriis enfeksiyonu olup olmadigi dogrulanir.

Ek-3 |
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Stipheli lezyon kesilerek cikartilir ve az miktarda tohum ekstraksiyon tamponu igine
ufalanarak 2 analiz bitkisinin iki yapragina tekrar inokule edilir. Virilislerden kaynaklanan
lezyonlar bu dogrulama testinde ¢ok sayida lezyon olusturacak kadar yeterli miktarda
enfektif viriis icermektedir. Inokule edilen bitkilerde TOBRFV icin Real-time RT-PCR testi

ile dogrulama yapilir.

Ek-3 |
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