CANDIDATUS PHYTOPLASMA SOLANI

Gerekli Kimyasallar:

DNA izolasyon kiti (Qiagen Plant Minikit)
TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems)

Gerekli Sarf Malzemeleri
0-2 pl, 2-20 pl, 20-200 pl ve 200-1000 pl pipetler
0-2 pl, 2-20 pl, 20-200 pl ve 200-1000 pl'lik steril filtreli pipet uglari

Kimyasallari depolamak igin 1.5 ml’lik tek kullanimlik tGpler

Kullanilan cihaza uyumlu real-time PCR tlpleri veya tabakalar

Masa Ustlu santrifij

Derin dondurucu

Buz makinesi

Lateks veya nitril eldivenler

Real time thermal cycler

ONEMLI: Laboratuvarda bulunan real-time PCR cihazina uygun Master Mix
kullani/abilir.

Dikkat edilmesi gereken hususlar:

DNA izolasyonu ve PCR ‘in tim asamalarinda orneklerin ve kitlerin bulagsmasini
Onleyecek asagidaki tedbirler ahinmalidir.

1.

w

N o g s

DNA izolasyonu ve PCR karisiminin hazirlanmasinda kullanilan pipetler ayri
olmalidir.

Pipetleme islemi kurallara uygun yapiimahdir.

Filtreli pipet uglan kullaniimali ve her kullanimdan sonra pipet ucu
degistirilmelidir.

Tlplerden gerekli miktarlar alindiktan sonra kapaklari hemen kapatiimahdir.
Eldiven kullaniimali ve bulagmalari durumunda eldivenler degistiriimelidir.
Temiz ve steril plastik malzeme kullaniimalidir.

Analizlerin asagidaki asamalari ayri bélmelerde ayri malzeme ve ekipman
(pipet, tup tastyici, tup, onluk, eldiven vb. ):

- PCR karisimi hazirlama (bu bélmede DNA izolasyonu yapiimamali)
- PCR karisimina DNA ilavesi (UV kabini)



Gerekli Olan Primer ve Problar

Fitoplazma spesifik Primer ve prob dizileri (Christensen et al., 2004)

Primer / Prob Adi Dizisi

Forward primer 5-CGT ACG CAA GTA TGA AAC TTA AAG GA-3'
Reverse primer 5-TCT TCG AAT TAAACAACATGATCC A-3'

Probe 5'- FAM-TGA CGG GAC TCC GCA CAA GCG-BHQ -3’
Primer / Prob Adi Dizisi

Bitki forward primer 5-GAC TAC GTC CCT GCC CTT TG-3'

Bitki reverse primer 5-AAC ACT TCA CCG GAC CAT TCA-3'

Bitki probe 5'-FAM-ACA CAC CGC CCG TCG CTC C-TAMRA-3'

ONEMLI: Primer ve problar asagidaki belirtildigi sekilde sulandirilarak kullaniimali ve
derin dondurucu (-20 °C) da saklanmalidir. Problar isiktan uzak tutulmalidir.

DNA izolasyonu
DNA izolasyonu
Bitki orneklerinin hazirlanmasi

Belirtili bitki orneklerinden ornekleme: Belirtilerin oldugu 3-5 yaprak ve/veya sap
toplanir.

Belirtisiz bitkilerden ornekleme: Bitkinin farkli kisimlarindan olmak lzere 5-10
yaprak ve/veya sap toplanir.

Alinan érneklerden mimkun oldugu kadar fazla iletim dokusu (yaprak sapi, yaprak ana
damari) icerecek sekilde doku pargalari alinir.

Patates yumrularindan ornekleme: Ca. Phytoplasma solani’nin yumru igerisindeki
dagilimi homojen degildir. Bu nedenle yumrularin farkh bir ka¢ noktasindan, ozellikle
iletim demeti halkasindan ornekleme yapiimalidir. DNA izolasyonunda kullaniimak
uzere, yumrunun iletim demetlerinden steril bisturi yardimi ile kiiguk doku parcalari
cikarihr.

Not: Ornekler hazirlanirken capraz bulasma olmamasia dikkat edilmelidir.
Orneklerden ekstraksiyon:

DNA izolasyonu i¢in hazirlanan érneklerden bitkisel materyalin 6zelligine goére farkl
metotlarla ekstraksiyon yapilacaktir. Yumusak bitki dokularindan ekstraksiyon igin;
Bioreba veya benzeri tek kullanimlik 6rnek ezme poseti igerisine yerlestirilen bitki
parcalari Bioreba veya benzeri el tipi homojenizator kullanilarak pargalanacaktir.



Daha sert bitki dokularindan ekstraksiyon yapilacaksa havan ve havan eli yardimiyla
dokular iyice pargalanacak sekilde ezilecektir. E§er doku 6gutlilemeyecek kadar sert
ise islem sivi azot ilave edilerek yapilacaktir.

Not: Ornek ektraksiyonu igin otomatik doku pargalayicilar da kullanilabilir.

Not: Hangi metotla ektraksiyon yapilirsa yapilsin énemli olan nokta bitkinin iletim
demetlerinin tamamen pargalanacak sekilde dokunun ezilmesidir.

DNA izolasyonu Qiagen DNeasy Plant Mini Kit kullanilarak yapilacaktir. Elde edilen
DNA’lar klasik real-time PCR testlerine tabi tutulana kadar -80 °C’de saklanacaktir.

QIAGEN Plant Mini Kit Quick Start Protokol’un uygulanmasi

DNA izolasyonu Qiagen DNeasy Plant Mini Kit kullanilarak yapilacaktir. Elde edilen
DNA'’lar klasik real-time PCR testlerine tabi tutulana kadar -80 °C’de saklanacaktir.

QIAGEN Plant Mini Kit Quick Start Protokol’un uygulanmasi
Dikkat edilmesi gereken hususlar:

- TUm santrifiij islemleri oda sicakhgi (15-25 °C)'nda yapilmalidir.

- AP1ve AW 1 ¢ozeltilerinde olusan her hangi bir ¢okelti ¢ozdurtlmelidir.
- AW 1 ve AW 2 ¢ozeltilerine etanol (etil alkol) eklenmelidir.

- Sicak su banyosu veya 1si blok 6nceden 65 °C’ye getirilmelidir.

DNA izolasyon Asamalari

1. Bitki pargalari (<100 mg yas agirlik veya <20 mg liyofilize doku) doku parcalayici
(TissueRuptor veya TissuelLyser Il), Bioreba tek kullanimlik 6rnek ezme poseti
kullanilarak Homex el homojenizatori veya havan ve havaneli kullanilarak
parcalanir.

2. 400 pl Buffer AP1 ve 4 ul RNase A eklenir. Vorteks yapilir ve 10 dakika igin

65 °C’ de inkubasyona birakilir. Tupler inkubasyon sirasinda 2-3 defa alt-Ust

cevrilir.

Not: Buffer AP1 ve RNase A ¢ézeltileri kullanimdan énce karistirilmamalidir.

130 ul Buffer AP3 eklenir. Karistirilr ve buz Gzerinde 5 dakika inkube edilir.

Oneri: Lysate 5 dakika igin 20,000 x g (14,000 rpm)’de santrifijj edilir.

5. Pipet yardimiyla Lysate, 2 ml toplama (collection) tupune konulmus olan QIA
shredder spin column’a aktarilir. 20,000 x g’de 2 dakika sureyle santriflij yapilr.

6. Suzilen kisim (flow-through) c¢okelti (peleti) (varsa) bozulmadan yeni tlpe
aktarihr. 1,5 hacim Buffer AW1 eklenir ve pipetleme ile karigtirilr.

7. 650 pl karigsim 2 ml toplama (collection) tuptine konulmus olan DNeasy Mini spin
column’ a transfer edilir. 26000 x g (28000 rpm)'de 1 dakika santriflij edilir.
Sizulen kisim (flow-through) atilir. Bu iglem 6rnegdin geri kalan kismi ile tekrar
edilir.

8. Spin kolon yeni 2 ml toplama (collection) tiptne konulur. 500 pl Buffer AW?2
eklenir ve 1 dakika 26000 x g’de santrifij edilir. Stzulen kisim (flowthrough)
atihr.
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Yeniden 500 ul Buffer AW2 eklenir ve 2 dakika 20,000 x g'de santrifujleme

yapilr.

10.Note: Spin kolon toplama (collection) tipunden kolon sizulen kisma (flow-

through) dokunmayacak sekilde dikkatlice ¢ikarilir.

11. Spin kolon yeni 1.5 ml veya 2 ml ‘lik mikrosantriflj ttiptne aktarilir.
12.DNA’y1 asag! akitabilmek icin (elution) 100 pl Buffer AE eklenir. Oda

kosullarinda (15-25°C) 5 dakika inkube edilir. 1dakika 26000 x g’de santrifuj
edilir.

13.11.ci madde tekrar edilir.

DNA numunelerinin kalite ve miktar tayini

Bu islem Nanodrop spektrofotometre (veya alternatif cihazda) cihazinda yapilacaktir.

DNA numunelerinin 260 nm, 280 nm’de absorbans degerleri ile 260 nm/280 nm ve 260
nm/230 nm oranlari élgtlecektir. DNA konsantrasyonlari ng/ul olarak belirlenecektir.

Spektrofotometrik okumalar 3 tekerrurli olarak yapilacaktir.

PCR karigiminin hazirlanmasi

1.
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Derin dondurucudan tim malzemeler cikarilir ve erimeye birakilir. Erime
tamamlandiktan sonra tuplerdeki malzeme (reaktif) iyice karistirilir ve gerekirse
kisa sureyle (~5 s) santrifuj edilir.

Ornekler tercihen 2 tekerriirli caligilir, her defasinda negatif kontrol olarak su
ve pozitif kontrol kullanilir.

Bir tlipte, 6rnek sayisi dikkate alinarak gerekli malzemelerden ne kadar
alinacagl hesaplanarak (pipetleme hatalarini 6nlemek amaciyla 1 fazla hacim
hesaba katilmalidir) PCR karigimi hazirlanmahdir.

PCR karisimi hazirlanirken malzemeler asagida belirtilen sirada eklenir. DNA
ilave edildikten sonra PCR tupleri kapatilir ve kuru buzda birakilir.

Kullanilan cihazin 6zelligine gore ¢ok odacikli PCR tabagi veya real-time PCR
cihazina uygun tipler alinir. Her bir kuyuya veya tipe 23 pl PCR karisimi ilave
edilir.

Her DNA ekstrakt’'ndan 2 ul her kuyucuga eklenir. Daima negatif kontrol olarak
su eklenerek baslanir, sonra 6rneklerden elde edilen DNA lar ile devam edilir
ve en sonra pozitif kontroller ilave edilir. Bu sekilde calisildiginda bulagsma
olasihgi azalir.

DNA’lar eklendikten sonra tabagin Uzeri 6zel uygulayici (aplikator) kullanarak,
Ozel optik yapistirici bant ile kaplanir veya tupler kullaniliyorsa kapaklari
kapatilir.

Tabak, tabak santrifiju ile 1 dakika 1000 rpm’de santrifuj edilir ve karigimin
odaciklarin dibinde biriktigine dikkat edilir. Taplerin kullanildigr durumlarda
karisimin dibe ¢dkmesine yetecek kadar mini santrifijde kisa sureli
santrifajlenir.

Hazirlanan karigimi iceren tabaklar veya tupler hemen cihaza konulmahdir.

10. Cihaz gerekli kogullar1 saglayacak sekilde ayarlanir.



Kontroller:
1. Pozitif kontrol (Enfekteli bitki 6rnegi)

2. Negatif kontrol (Nuclease-free su)

Kimyasal Hacim
Total genomik DNA 5.0 pl
TagMan Universal Master Mix (2x) 12.5 pl
10 puM forward primer 0,75 ul
10 uM reverse primer 2.25 yl
10 yM TagMan prob 0.75
Su 8.75 ul
Toplam 25,0 ul

Bu karigsim tuplere veya tabaklara yuklenerek asagidaki kosullara ayarlanan real-time
cihazina yerlestirilecektir.

Sicaklik Sure Dongul sayisi

50°C 2 dak. UNG aktivasyonu igin
95°C 10 dak. 1 dong

950C 15 san o

60°C 1 dak. 45 dongd

Ct (threshold cycle) degeri 40’tan az olan érnekler pozitif olarak degerlendirilecektir.

Sonuglarin raporlanmasi

Ornek No Ct degeri Pozitif/Negatif
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Negatif kontrol*

Pozitif Kontrol

Non-template kontrol

Negatif- Ct =0.00 veya >40.00
Pozitif - Ct = <40.00



