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OZET

KULLANIMA HAZIR IZOTERMAL TANI KiTLERININ PLUM POX
VIRUS (PPV) TANISINDAKI PERFORMANSLARI
YUKSEK LiSANS TEZi
KHALID RASOOLY
BOLU ABANT IZZET BAYSAL UNIVERSITESI
LiSANSUSTU EGIiTiM ENSTITUSU
BITKi KORUMA ANA BIiLiM DALI
BITKi KORUMA YUKSEK LiSANS PROGRAMI
(TEZ DANISMANI: DOC.DR.ALI CELIK)
BOLU, ARALIK - 2024
X + 40 sayfa

Sert ¢ekirdeklilerin en dnemli hastaliklarindan birisi olan Plum pox virus
(PPV), 1917 yilinda yapilan ilk tespitinden bu yana diinyada bir ¢ok arastirmaya
konu olmustur. Bu c¢alismada DOSA Bilgi ve Bilisim Teknolojileri Ltd. Sti.
tarafindan PPV nin izotermal kosullar altinda tanisi igin gelistirilen kolorimetrik ve
gercek zamanli tani kitlerinin PPV tespitindeki performanslart arastirilmistir. Yerli
olanaklar ile gelistirilen ve bu calismaya konu olan izotermal tani kitleri
biinyelerinde 6zel primer setlerini de igermenin verdigi bir avantaj ile direkt
enfekteli bitki RNA’sinin reaksiyona alinmasina olanak saglamaktadir. Ayrica bu
calismada kullanilan izotermal tan1 kitleri PPV i¢in 65 °C sicaklik ve 60 dk siire ile
basarili bir amplifikasyona olanak saglarken, capraz testlerde kullanilan potansiyel
konuk¢u genomlarinda ve ortak enfeksiyon sergileyebilen viriisler ile etkilesim
sergilememistir. Arastirmaya konu edinilen kolorimetrik ve gercek zamanli tani
kitlerinin sirastyla [10-4 ve 10-5 ng/uL] PPV RNAs1 tespit hassasiyeti yakalayarak
bu hususta istenen degerlere ulastigi degerlendirilmektedir. Performanslar
arastirilan izotermal tani kitleri Tiirkiye’de yaygin olarak bulunan PPV-M, D ve T
rklar1 i¢in basarili bir amplifikasyona olanak tanimistir. Bu kitlerin, 6zellikle diisiik
laboratuvar donanimina sahip alanlarda ve saha kosullarinda uygulanmasi tesvik
edilmelidir. Basartyla gelistirilen ve optimize edilen bu izotermal tam
platformunun, diger 6nemli bitki virlislerinin tespitine uyarlanmasi, Tiirkiye ve
benzeri tarim bdlgelerinde viral hastaliklarin kontrolii i¢in stratejik bir avantaj
saglayabilir.

ANAHTAR KELIMELER: PPV, izotermal, LAMP, Kit.



ABSTRACT

PERFORMANCE OF READY-TO-USE ISOTHERMAL DETECTION
KITS IN PLUM POX VIRUS (PPV) DETECTION
MASTER THESIS
KHALID RASOOLY
BOLU ABANT IZZET BAYSAL UNIVERSITY
INSTITUTE OF GRADUATE STUDIES
PLANT PROTECTION DEPARTMENT
(SUPERVISOR: ASSOC. PROF. DR. ALI CELIK)
BOLU, DECEMBER 2024
X + 40 pages
Plum pox virus (PPV), one of the most significant diseases affecting stone
fruit trees, has been extensively studied worldwide since its initial detection in
1917, with various diagnostic approaches explored. This study investigates the
performance of colorimetric and real-time diagnostic kits developed by DOSA
Information and Communication Technologies Ltd. for detecting PPV under
isothermal conditions. These isothermal diagnostic Kits, developed and optimized
with domestic resources, stand out as highly practical diagnostic tools, leveraging
an advantage of containing proprietary primer sets that enable direct testing of RNA
from infected plants, independent of existing isothermal methods. In this study, the
isothermal diagnostic kits enabled successful amplification of PPV at 65°C within
60 minutes, without cross-reaction with potential host genomes or other viruses that
could co-infect. The colorimetric and real-time diagnostic kits demonstrated
detection sensitivities of [10-4 and 10-5 ng/uL] of PPV RNA, respectively, meeting
the desired standards for PPV detection. These kits also facilitated effective
amplification of PPV-M, D, and T strains, commonly found in Turkey. The
application of these Kits, especially in field settings and areas with limited
laboratory infrastructure, should be encouraged. This successfully developed and
optimized isothermal diagnostic platform could also be adapted for the detection of
other significant plant viruses, offering a strategic advantage in managing viral

diseases in agricultural regions such as Turkiye.

KEYWORDS: PPV, Isotermal, LAMP, Kit.
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TESEKKUR

Bu tez calismanin her asamasinda yardimini higbir zaman esirgemeyen,
bilgi ve tecriibelerini benimle paylasarak ¢aligmanin tamamlanmasinda buyuk
katkis1 olan, akademik ve mesleki alanda gelisme kaydetmemde biiyiik emegi gegen
degerli tez danismanim saymn Dog. Dr. Ali CELIiK e sonsuz tesekkiirlerimi sunmak
istiyorum.

Bu ¢alismanin slrecinde yaygin olan PPV irklarinin izotermal kosullar
altinda tanisi igin yerli tan1 kitlerini hazirlayan ve kullanimimiza sunan DOSA Bilgi
Teknolojileri Ltd. Sti.’ne ayrica tesekkiir ederim.

Ayrica Viroloji Laboratuvar: olanaklarini ve bilimsel kaynaklarini paylagsan
Bolu Abant Izzet Baysal Universitesi’ne tesekkiirlerimi borg bilirim.

Egitim Ogretimimin her asamasinda ve hayatimin her alaninda bana
fedakarlik eden, sabirla yardimlarini esirgemeyen Ve her zaman destek olan aileme

ve arkadaslarima tesekkirlerimi sunarim.

Khalid RASOOLY



1. GIRIiS

Tirkiye, bahge bitkileri tiretiminde genetik kaynaklari, ¢evre 6zellikleri ve
yetistirme yoOntemleri agisindan diinya c¢apinda Onemli bir konuma sahiptir.
Turkiye, pek cok sert ¢ekirdekli meyve ¢esidinin (Prunus spp.) hem dogal olarak
yetisen hem de ekonomik olarak Gretilen bir {ilke olup, yetistirilen meyveler
giindelik tiiketimde ve tarimsal dis ticarette 6nemli rol oynamaktadir (Uzun vd.,
2018). Sert ¢ekirdekli meyveler insan sagliginda genis kullanim alanlarina sahip
olmalar1 ve satig talebi yiiksek olan iiriinler olmalar1 nedeniyle iiretimleri devamli
artmaktadir (Uzun vd., 2018). Ancak tiiketicilerin sert ¢ekirdekli meyve
tercihlerinin bolgelere gore degiskenlik gdstermesi sebebiyle hasattan depolamaya,
tilketiciye kadar devam eden siirecin siklikla gozetilmesi gerekmektedir (Hale vd.,
2014). Ekonomik olarak yetistirilen iiriinler arasinda erik, seftali, kiraz, visne,
kayis1 ve nektarin en ¢ok bilinenleridir (Uzun vd., 2018). Meyve yetistiriciliginde
Prunus cinsine ait sert ¢ekirdekli meyveler globa 6nemli bir Griin grubunu temsil
etmekte olup, iilkemiz ise diinya capinda 6nemli bir sert ¢cekirdekli meyve iireticisi
ve ihracat¢ist konumundadir (Temur Cinar, 2019).

Sert cekirdekli meyve c¢esitleri Tirkiye’nin farkli yerlerinde, farkli
yogunluklarda Uretilmektedir. Ornek olarak kuru kayisi iireticiliginde Malatya ve
cevresi, lilkemiz ve diinya i¢in en 6nemli durumda iken, sofralik ve erkenci kayisi
yetistiriciliginde Mut ve ¢evresi, seftali yetistiriciliginde ise Bursa ve c¢evresi,
Kemalpasa, Aksehir ve Ulukisla bolgeleri ise kiraz yetistiriciligi agisindan 6nemli
alanlandir (Kog, 2010). Son zamanlarda ekime yeni alanlar tahsis edilmekte ve
yetistiricilik yapilan bolgeler giderek genislemektedir. Ulkemizin bélgeleri,
ozellikle Dogu Akdeniz Bolgesi, cevresel ozellikleri nedeniyle erken sofralik sert
cekirdekli meyve yetistiriciligi agisindan 6nemli bir firsata sahiptir ve bu firsat son
donemde degerlendirilmektedir (Kog, 2010). Bu durum ayni zamanda ekolojik
kosullarin meyve yetistirmeye uygun olmasi nedeniyle avantajlidir. Aslinda
diinyada yetistirilen 138 meyve tiirlinden 80'den fazlas1 {lkemizde
yetistirilebilmekte olup, bunlarin ¢gogu 1liman iklim meyve tiirleri olan tropikal ve
subtropikal meyve tirleridir (Amet, 2021). Tablo 1 'de (2021-2023) yillar1 arasinda
iilkemizdeki sert ¢ekirdekli tiirlerinin iiretim degerleri verilmistir (TUIK 2023).



Tablo 1.1. Ulkemizin'nin sert gekirdekli meyve iretimi (Ton), (TUIK, 2023).

Meyve Cesitleri villar
2021 2022 2023

Seftali 891.857 1.008.185 800.336
Kayisi 800.000 803.000 750.000
Visne 183.757 176.770 211.291
Kiraz 689.834 656.041 736.791
Erik 332.533 348.750 355.132
Zardali 17.522 20.832 16.575

Sert ¢ekirdekli meyvelerdeki seker glikoz, fruktoz ve sakaroz formunda
bulunmakta olup bunlar arasinda en yiiksek seker igerigi %11,6 oraninda kirazda,
%10,5 oraninda ise kayisida bulunmaktadir. Sert ¢ekirdekli meyveler malik asit
acisindan zengin olup olgunlagsma zamani uzadik¢a suda ¢oziinen kuru madde
miktar1 da artmaktadir (Ozcan, 2020). Sert ¢cekirdekli meyvelerin hasat edilebilmesi
icin ¢Oziinebilir katt madde, hamur sertligi, kabuk ve hamur rengi, meyve suyu
igerigi ve fenolikler benzeri birtakim 6zellikleri karsilamasi gerekmektedir (Duru
vd., 2022).

Oldukga yaygin yetistriciligi yapilan sert ¢ekirdekli meyvelerde hastaliga ve
tirtin kaybina yol agabilecek pek ¢ok biyotik ve abiyotik faktdr bulunmaktadir (Bas,
2017). Sert ¢ekirdekli meyve yetistirilen alanlarda verimi sinirlayan en onemli
faktorler sliphesiz biyotik hastalik nedenleridir. Sert ¢ekirdekli meyve iiretimini
kisitlayan fungal hastaliklarindan bazilar1 kok ¢iiriikligii (Armillaria spp), yaprak
lekesi (Cladosporium carpophilum), monilya (Monilinia fructigena), seftalide
yaprak kivircikligi (Taphrina deformans), beyaz c¢ulriklik (Botryosphaeria
dothidea), kulleme (Sphaerotheca pannosa), sert ¢ekirdekli meyvelerde curtklik
(Phytophthora spp.) (Celik, 2020), sitospora kanseri (Cytopora spp.), eriklerde cep
hastalig1 (Taphrina pruni), erik pas1 (Tranzschelia pruni-spinosea), meyvelerde cil
(Wilsonomyes carpophylus) (Kaplan vd., 2008), kok kanseri (Agrobacterium
tumefaciens), bakteriyel yaprak lekesi (Xanthomonas campestris pv. pruni) ve
bakteriyel kanser (Pseudomonas spp.) gibi bakteriyel hastaliklar olarak
bilinmektedir (Celik, 2020).

Sert ¢ekirdekli meyve agaglarinda hastalik etmenleri arasinda viriis ve viriis

benzeri hastalik etmenlerinin sebep oldugu verim ve kalite kayiplarinin 6nemi



biiyliktiir (Bas, 2017). Bu faktorlerin tasinmasi ve yayilmasi; polen, asi, cesitli
vektorler ve hastalikli tiretim metaryali ile olmakta ve bu viral etmenlere kars1 etkin
bir kimyasal miicadele yontemi bulunmadig: igin diger hastaliklar ve zararlilarla
kiyaslandiginda degeri giderek artmaktadir (Bas, 2017). Sert ¢ekirdekli meyvelerde
farkli derecelerde hasar olusturan 150'den fazla viriis ve viriis benzeri hastalik
oldugunu belirlenmistir (Kog, 2010). Bu iiriin grubuna bulagan 5 ana virlis Prune
dwarf virus (PDV) (Celik, 2020), Cherry leaf roll virus (CLRV) (Kaplan vd., 2008),
Prunus necrotic ringspot virus (PNRSV), Apple mosaic virus (ApMV) ve Plum pox
virus (PPV) olarak siralanabilir (Celik, 2020).

Bu viral etmenler igerisnde yer alan PPV, basta seftali, erik, visne, kiraz ve
kayis1 dahil olmak iizere sert ¢cekirdekli meyve agaclarinin en énemli viral hastalik
etmenidir (Garacia vd., 2014). Virils verim ve kalitede 6nemli kayiplara neden
olarak iirlinlin piyasa degerini tamamen diisiirmektedir (Garacia vd., 2014). PPV
ozellikle kayisi, erik ve seftalide dnemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir.
Hastalikl1 bitkilerin meyve yugunlugu %21-34 ve seker %0,14-2,11 miktarinda
azalmis olup asitligi ise artmistir (Nemeth, 1989). PPV genel olarak belirli seftali
cesitlerinin yapraklari, ¢igekleri ve tac yapraklarinda ortaya ¢ikarken, ayni zamanda
kayis1 ve erik agaclarinin yapraklarini, ¢igeklerini ve tag yapraklarmin farkli
kisimlarinda da semptomlara neden olur. PPV yapraklarda klorotik bantlara, dal
acikliklarina, halka seklinde lekelenmeye ve aga¢ deformasyonuna neden olur. Bu
semptomlara genellikle ¢igeklerde renk eksikligi eslik eder. genellikle PPV,
meyvenin pazarlanabilir degerinin diismesine neden olur (Lopez-Moya vd., 2000).
Benzer sekilde bademde PPV, meyve veriminin ve kalitesinin azalmasina neden
olmakta olup deforme olmus meyveler ve klorotik yapraklar goriilebilir, belirtiler
hizla maskelenmektedir (Kog, 2010).

PPV, Potyviridae familyasindaki Potyvirus cinsinin bir Gyesidir. VirQs
yaklasik 9.8-10 kb'lik pozitif duyarli olarak tek sarmalli RNA genomu tasir.
Genomun 3'-ucunda uzun bir poly(A) kuyrugu vardir ve 5'-ucuna bir protein (VPg)
baglanmistir. Bu poliprotein yapisi, virlis genomu tarafindan kodlanan 10 protein
tirlinline dontstiirilmiistiir (Selvador vd., 2006). Genom tarafindan kodlanan
proteinler P3, CP, HCPor, Nla-VPg, P1, 6K1, NlaPro, 6K2, NIb ve Cl proteinleridir
(Kdg, 2010; Celik, 2020).

Sharka (Sarka) olarak da bilinen PPV nin belirtileri virlisiin irkina, ortam

sicakligina, konake1 tiirline ve ¢esidine bagl olarak degistirmektedir. Viriis tipik



olarak cicekler, yapraklar ve meyveler tUzerinde klorotik, cizgiler ve lekeler igeren
semptomlara neden olur. Bunlar 6zellikle ilkbaharda yaygindir ve ayrica meyvenin
kabugundan tiiretilen tohumlardaki semptomlara neden olur (Cambra vd., 2006).
PPV ile enfekteli agaglar, belirgin lekelerin varhigi, koti tat ve meyvelerin
zamanindan once diismesi nedeniyle pazarlanamayan meyveler iiretir. Hastaligin
genis alanlara bulagsmasinin en 6nemli nedeni yeni sert ¢ekirdekli alanlarinin tesisi
icin kullanilan enfekteli tiretim materyallerdir. Viriis, basta bahge igerisinde aktif
rol oynayan ve kisa mesafelerde harcket eden Myzus perciae dahil olmak (zere
farkli yaprak bitleri tarafindan non-persistent bir mekanizmayla tasinir (Cambra
vd., 2006).

Su ana kadar 10 farkli PPV 1rki tanimlanmistir (Garcia vd., 2014). Bunlar;
PPV-M (Marcus), PPV-D (Dideron) (Kerlan ve Dunez, 1979), PPV-EA (ElI Amar)
(Wetzel vd., 1991), PPV-C (Cherry) (Nemchinov vd., 1996), PPV-W (Winona)
(James ve Varga, 2005), PPV-Rec (Recombined) (Glasa vd., 2004), PPV-T
(Tarkiye) (Serce vd., 2009), PPV -An (Ancestor) (Palmisano vd., 2012), PPV-CR
ve tanimlanan son 1rk ise PPV-CV'dir (Cherry Volga) (Glasa vd., 2013). PPV-D ve
PPV-M ilk kez epidemiyolojik agisindan tanimlanan iki yaygin gruptur (Kerlan ve
Dunez, 1979). PPV-M Giiney, Dogu ve Orta Avrupa'da siklikla goriiliir (Myrta vd.,
2001). PPV-M oncelikle Yunanistan'daki seftalilerden izole edilmistir. Seftalilerde
varligiyla kayist ve eriklerde de ortaya ¢ikan konukgulardir. PPV-D 1rki birgok
tilkede tanimlanmistir (James vd., 2013). Avrupa'dan sonra, PPV-D Giiney
Amerika, Kuzey Amerika ve Japonya'da rapor edilmistir (Roy ve Smith, 1994;
Levy vd., 2000; Maejima vd., 2011). PPV-Rec, PPV-D ve M'den sonra en yaygin
tirdiir ve Orta ve Dogu Avrupa'da yaygindir, Kanada ve Turkiye'de de tespit
edilmistir (Glasa vd., 2004; Candresse vb., 2007; Giircan ve Ceylan, 2016b). PPV-
An'in varlig1 Arnavutluk'ta belgelenmistir (Palmisano vd., 2012). PPV-C ise Gliney
Italya ve Moldova’da tanimlanmistir (Crecenzi vd., 1997; Kalashyan vd., 1994).
Rusya'da PPV-CR tespit edilmis ve Misir'daki kayisi1 agaclarinin PPV-EA ile
enfekte oldugu bulunmustur (Wetzel vd., 1991; Glasa vd., 2013). Ayrica Tiirkiye'de
PPV-T (Serce vd., 2009), PPV-W ise Avrupa ve Kanada'da bildirilmistir (James
vd., 2003; Glasa vd., 2013).

Ulkemizde PPV nin varlig1 erik agaglarinda ilk olarak Edirne'de yaklasik
elli yil 6nce (Sahtiyanci, 1969; Kur¢man, 1973) belirlenmistir. Sonra yiiriitiilen

caligmalar ile virls, Tirkiye’nin bir ¢ok ilinde tespit edilmistir (Candresse vd.,



2007; Akbas vd., 2011; Serce vd., 2011; Ceylan vd., 2014; Giircan ve Ceylan,
2016). Tiirkiye'de 10 farkli PPV 1rkindan sadece 4'i (PPV-D, -M, -Rec ve T) tespit
edilmistir. Ayrica Tiirkiye'de sadece Istanbul'da bulunan PPV-Mist adli bir 1rk
kesfedilmistir. Son yillarda yapilan arastirmalar, PPV-D, -M, -Rec ve -T wrklarinin
Tiirkiye'de ¢ok uzun zamandan beri yaygin oldugunu ve biiyiik genetik ¢esitlilik
gosterdigini, bu nedenle Tiirkiye'ye dahil edildigini gostermistir. Yapilan cesitli
caligmalar bu dort irkin kékeninin Tiirkiye oldugunu ve dort irktan Tiirkiye'de PPV-
T izolatlar1 baskin oldugunu gostermektedir (Elibiiyiik, 2003; Serce vd., 2009;
Gurcan ve Ceylan, 2016; Gurcan vd., 2019; Teber vd., 2019; Gircan vd., 2020;
Gurcan vd., 2021; Teber vd., 2023).

PPV Tirkiye'de sik¢a bildirilmis olmasina ragmen serolojik testlerin yaygin
olarak kullanilmasi, piyasada irk belirleyici antikorlarin bulunmamasi ve PPV 1rki
ve genetik varyantlarinin pek ¢ok bolgede bildirilmemesi nedeniyle dizi analizleri
ancak son yillarda miimkiin olmustur (Glrcan ve Ceylan, 2016b). Son yillar’da
gerceklestirilen DNA (Deoksiribonikleik Asit) siralama arastirmalar: TUrkiye'de
PPV-D, M ve T wrklarmin yaygin oldugunu belirlenmistir (Glrcan ve Ceylan,
2016b). Niikleotid dizilimine dayali olarak Canakkale, Aydin, Kayseri, Denizli,
Bursa ve Isparta illerindeki kapali bahgelerde PPV-M izolatlar1 tespit edilmistir
(Giircan ve Ceylan, 2016b). Bu illerde bulunan M izolatlarinin filogenetik agacta
Avrupa M izolatlari ile grup olusturdugu goriilmiis ve ayrica Turkiye'ye benzersiz
bir PPV-M popiilasyonu yalnizca Istanbul'da tespit edilmistir (Glircan vd., 2016).
Buguine kadar tam ve kismi genom dizilimi gerceklestirilmis ¢ok sayida Tiirk PPV
izolat1 tespit edilmistir. Bu analizler, PPV'nin, 6zellikle de D ve T irklarinin genetik
farkliliklarinin tarihsal agindan 6nemli veriler saglamistir (Teber vd., 2019; Giircan
vd, 2020). PPV-D ve T izolatlarinin genetik farkliliklarinin 6zellikle Trakya
bolgesinde en iist diizeyde oldugu goriilmiistiir (Morca vd., 2022).

PPV tanisinda, biyolojik yontemlerin yani sira serolojik yontemle, 6zellikle
ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) testi ilk zamanlarda yaygin olarak
kullanilmistir (Kog, 2010). Monoklonal antikorlarin kullanimi sayesinde viriis
irklar1 arasindaki farkliliklarin belirlenmesi ve teshis edilmesi daha kolay hale
gelmistir. Ozellikle D ve M 1rklar1, yapisal ve yapisal olmayan PPV proteinlerine
kars1 monoklonal antikorlar kullanilarak tespit edilebilmektedir (Kog, 2010).

ELISA testinin virls tanisinda kolay uygulanabilir ve diisiik maliyetli

olmasi, tan1 igin en sik tercih edilen tekniklerden biri yapmustir. Fakat bitkideki



diisiik viriis yogunlugu ve bitki inhibitorlerinin miktarinin yiiksek olmasi bazen
viral etkenlerin ELISA ile teshis edilmesini giiclestirmektedir (Lopez Moya vd.,
2000). Bu nedenle tani i¢cin ELISA'dan daha duyarli, molekiiler hibridizasyon ve
PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) gibi alternatif molekiler yéntemler
kullanilmaya baslanmistir. Bu teknikler sayesinde ¢ok diisiik yogunluklarda bile
ajanlarin dogru tanisi yapilabilmektedir (Kog, 2010). Serolojik testlere ilaveten
Tirkiye'nin farkli bolgelerinde farkli semptomlar gosteren farkli sert ¢ekirdekli
meyve tirlerinde ( kiraz, seftali, kayisi, badem, erik, nektarin ) PPV'yi tespit etmek
icin ELISA ve RT-PCR (Revers Transcription-Polymerase Chain Reaction) dahil
olmak {izere serolojik ve molekiiler teknikleri birlikte kullanilmig ve tan1 yontemleri
birbirilerini dogrular nitelikte uygulanmistir (Serge vd., 2009; Kog, 2010; Giircan
ve Ceylan, 2016). RT-PCR yontemine ilaveten PPV'nin kantitatif analizlerinde
Ozellikle yaprak bitlerinde PPV'nin tespitinde basariyla kullanilabilmektedir. RT-
PCR kullanilarak SYBR Green [ erime egrisi analizi cesitli patojenlerin
tanimlanmasi ve test edilmesi i¢in basit ve saglam bir yontem oldugu belirlenmistir
(\Varga ve James 2006).

Yukarida bahsedilen ve PPV tanisinda giiniimiizde basarili bir sekilde
kullanilmaya devam eden yontemlere ilaveten bu tez calismasina konu olan Loop-
mediated isothermal amplification (LAMP) teknigi, diisik miktarda DNA'nin
hassas, hizl1 ve yiiksek amplifikasyonu i¢in gelistirilmis, sablon genom tizerindeki
alt1 farkli bolgeyi taniyan, 6zel olarak tasarlanmis dort primerden olusan bir primer
seti kullanilarak reaksiyonun miimkiin oldugu bir test haline gelmistir (Notomi vd.,
2000). Bir LAMP reaksiyonu, 60—65 °C'de kalabilen basit bir su banyosu veya 1s1
blogu ile gerceklestirilebilir. Amplifikasyon sonuglari, agaroz jeli elektroforezi ile
belirlenebilir ve amplifiye edilmis DNA veya cDNA (Complementary
Deoksiribonikleik Asit) , reaksiyon tiipiinde ¢iplak goz veya UV 15181 altinda basit
gbzlem yoluyla dogrulanmistir. LAMP teknigi orijinal olarak DNA amplifikasyonu
icin gelistirilmis olmasina ragmen, bir ters transkriptaz enziminin eklenmesiyle RT-
LAMP adiyla viral RNA (Ribonukleik Asit) hedeflerinin amplifikasyonu icin
uyarlanmistir (Varveri vd., 1987; Lain vd., 1989; Candresse vd., 1994; Martin vd.,
2000; Notomi vd., 2000; Pham vd., 2005; Varga ve James, 2006; Fernandez-Soto
vd., 2014; Panno vd., 2020). Ayrica bitki virlislerinin tespitinde de bazi
uygulamalar bulunmaktadir. Varga ve James (2006) PPV tespiti i¢gin RT-LAMP
prosediiriinii gelistirmis ve D, M, EA, C ve W 1rklarini iceren bes PPV izolat1 RT-



LAMP yontemiyle tespit edilmistir. Ayrica Hadersdorfer (vd. 2011), Varga ve
James'in degistirilmis bir Blue LAMP'in1 gelistirmis ve enfekte bitki dokularindan
elde edilen PPV siispansiyonlarina uygulanmistir. Tiirkiye’de ise Celik ve Ertung
(2021) tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada PPV-T i¢in klasik RT-LAMP yontemi
gelistirilmis ve reaksiyon sonrasi eklenen bilesenler ile bulgular degerlendirilmistir.

Son yillarda LAMP yontemi degisken olmayan sicakliklarda
uyarlanabilirligi ve yiliksek kapasiteli laboratuvar ekipmani gerektirmemesi gibi
Ozelliklerinden dolay1 ticarilesme noktasinda ¢esitli ar-ge calismalarina konu
edinilmistir. Bu ¢alismada yukarida ilgili literatiir ile desteklendigi iizere Ulkemizde
yaygin olarak bulunan PPV-D, PPV-M ve PPV-T irklarmin tek tiipte hizli
kolorimetrik ve gercek zamanli tespiti i¢in kullanima hazir olarak yerli olanaklar

ile gelistirilmis tani1 kitlerinin PPV tespit performanslar: arastirilmistir.

1.1. Diinya’da PPV’nin Giincel Durumu ve Tespit Yontemleri ile ilgili
Cahismalar

ELISA testi, PCR, sekans analizi ve biyolojik testler, PPV'nin tanimlanmasi
icin genellikle tercih edilen tekniklerdir. Poliklonal 5B-1VI antikorunun kullanima
sunulmasi, PPV'nin saptanmasinda ELISA testinin rutin kullanimini
kolaylastirmistir (Crescen vd., 1997; Myrta vd., 1998; Cambra vd., 2006). Baska
virlislerde oldugu gibi, PPV'yi tespit etmek icin kilif proteinin PCR ile
amplifikasyonu yaygin olarak kullanilmaktadir (Wetzel vd., 1991; Olmos vd.,
1996; Candresse vd., 1998). Viral genlerin dizi analizi, PPV'nin tespit edilmesinde
en glvenilir yontem haline gelmistir (Bousalem vd., 1994; Candresse vd., 1998).

Indikator bitkilerinin agilanmasi yoluyla indekslenmesi, PPV tespiti igin
yillar boyunca geleneksel olarak kullanilmistir. Ancak ELISA'nin bitki virtislerine
uygulanmasi (Clark ve Adams, 1997), ¢ok sayida 6rnegin testlenmesini miimkiin
kilarak teshiste devrim niteligi kazanmistir. Bitkilerin PPV ag¢isindan rutin olarak
test edilmesi i¢in teshis yontemlerinin kullanilmasiyla ilgili problemler, viriisiin
agacta diizensiz dagilimi ve translokasyonu ve aktif biiylime donemi disinda diisiik
titre olarak bilinmektedir. Ek olarak, antiserumlardan elde edilen poliklonal
antikorlarin kullanimi siklikla 6zgiillik ve dolayisiyla duyarlilik sorunlari ortaya
cikarir (Cambra vd., 1994). PPV izolatlarmin ozgilliigiinii gelistirmek ve

farklilastirmak ic¢in farkli monoklonal antikorlar iiretilmistir (Navrati vd., 1992).



Monoklonal antikorlar tarafindan taninan farkli epitoplara karsilik gelen dizilerin
lokalizasyonu denenmistir (Candresse vd., 1998b).

Hastalifin mevcut olmadig1 iilkelerdeki viriis kontrolii, bulagsmasini
Oonlemek i¢in karantina onlemlerine dayanmaktadir. Enfeksiyon seviyesinin diisiik
oldugu ve enfekte agaclarin sinirli alanlarla smirli oldugu iilkelerde, eradikasyon,
enfeksiyon diizeyinin diisiik tutulmasimni ve daha nadiren de hastaligin ortadan
kaldirilmasint miimkiin kilmistir. Sharka yayilimini sinirlamak igin tasarlanan
herhangi bir kontrol plani (karantina prosediirleri, fidanliklarda tiretilen bitkilerin
kontrolii, enfekte agaglarin yok edilmesi vs.) biiyiik 6lgekli kullanima uygun
giivenilir tespit yontemlerine ihtiya¢ duymaktadir (Lopez-Moya vd., 2000).

Pribek vd. (2000) tarafindan yiiriitilen bir ¢alismada Macar D ve M
izolatlarindan toplanan kilif protein genleri RT-PCR ile degerlendirilmistir. Kesim
profilleri, amplikonlarin viriis wrkina 6zgli enzimlerle boliinmesiyle ortaya
cikarilmistir. Analiz, izolatlarin D 1irkindan oldugunu gostermis ve yapilan dizileme
calismalari, izolatlarin D 1rkindan oldugunu goéstermistir.

Dallot vd. (2003) tarafindan Fransa’da yiiriitiilen bir ¢alismada 4 grup PPV
belirlemistir. Bunlardan PPV-D ve PPV-M Avrupa'da en sik goriilen
epidemiyolojik nitelik agisindan 6nemli degisikenlik gosteren iki ana takimi
olusturmaktadir. Bu 2 takim Prunus spp. ozellikle yaprak bitlerinin beslenmesi
sonucunda tiirlerin hastalik siddetine ve seftali bitkilerini enfekte etme
yeteneklerine gore degisiklik gosterdigi rapor edilmistir.

Kanada'da yiiriitiilen serolojik arastirmalar sirasinda elde edilen izolatin
PPV-D 1wrkina ait oldugu belirlenmistir. Ayrica elde edilen dizi verileri PPV-D
izolatlariyla benzerlikler gostermistir. Bu ¢alismanin sonucunda Kanada izolatlari
iki ayr1 alt gruba ayrilmistir (Rochon vd., 2003).

Cambra vd. (2006) tarafindan yiiriitiilen bir bagka arastirmada, Fransa'da
PPV-M ile enfekte agacglara sahip bir seftali arazisinde yaprak biti vektorleri
tarafindan PPV'nin bulagmasi, 7-10 senelik bir slirecte yeni semptomlar gosteren
agaclar takip edilerek gozlemlenmistir. Enfekte agaclarin %69-100'Un0n ilk 12
m'de, %79-100"iniin ise ilk 18 m'de oldugu, viriisiin yaprak bitleri tarafindan 12m-
75m uzakliga kadar yayilabildigi saptanmustir. Ispanya'da yapilan benzer bir
calisma’da PPV-M 1rkinin dogal inokulum sartlarinda 12m uzakliga kadar
yayilabildigini bildirilmistir.



Varveri (2006) tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada, Yunanistan'da yapigkan
tuzak yontemi kullanilarak sahada kayisi agaglarinda en sik goriilen yaprak biti
tarleri Aphis gossypii, Hyalopterus pruni olmus ve bu yaprak biti tiirlerinin PPV
epidemiyolojisinde rol oynayabilecegi 6ne siiriilmiistiir.

Zagrai vd. (2008), tarafindan yapilan Moldova ve Romanya'da PPV'nin
varligina yonelik aragtirmalar sirasinda birgok PPV izolat1 elde edilmistir. Serolojik
ve molekiiler caligmalardan elde edilen sonuglar en yaygin grubun PPV-D
oldugunu gostermistir.

Capote vd. (2009) tarafindan yapilan ¢aligmada toplam 405 Prunus bitkisi
tizerinde PPV tarama analizleri yapilmigtir. RNA izolasyonu sonrasinda yapilan
RT-PCR ve real-time RT-PCR analizlerinin etkinlik siiresi karsilastirilmastir.
Arastirmalart sonucunda RT-PCR'nin PPV tespit duyarliliginin %93,6 oldugunu ve
bu yontemin ¢ok sayida ornek iceren calismalarda hizli ve pratik oldugunu
bildirmislerdir

Matic vd. (2011), Misir'dan 16 PPV izolat1 toplanmis, serolojik ve
molekdiler yontemlerle 6zelikleri oratya konulmustur. Yapilmakta olan arastirma
sonucunda izolatlarin tamaminin PPV-EA oldugu belirlenmistir.

Maejima vd. (2011), Molekiiler bazli epidemiyolojik modelleri ortaya
cikarmak i¢in Japonya'daki 37 PPV izolatinin tam genom dizileri belirlenmistir.
Hizalama analizi 37 izolatin PPV-D oldugunu belirlemistir. PPV-D filogenetik
analizinde Amerika Birlesik Devletleri, Kanada ve Japonya'dan gelen izolatlar ayni
dalda gruplandirimistir.

PPV'nin mekanik olarak ve asilama yoluyla bulastigin1 gosterse de, Prunus
konukgulari, polen veya tohumlar arasindaki temas yoluyla bulasmadigini
belirtilmistir (Garcia vd., 2014). Hastaligin kisa mesafeli bulagsmasi yaprak bitleri
tarafindan etkili bir sekilde gergeklestirilmektedir (Yalgin, 2014).

Gougherty vd. (2015)’e gore, PPV'nin varligt 1999 yilinda ABD
Pensilvanya'da ve 2000 yilinda Kanada Ontario'da tespit edilmistir. 2009 yilinda
Pensilvanya'da 10 yillik siirvey ve eradikasyon programinin uygulanmasiyla PPV
enfeksiyonunun sona erdigi ancak sonrasinda PPV enfeksiyonu sayisinin tekrar
arttigr rapor edilmistir. Ontario'da ise 2000-2008 yillarinda onemli Olgiide
azalmistir. Sert ¢ekirdekli meyve agaclarinda PPV siirve ve kontrol programlarinin
PPV tespit yontemlerini ne dl¢iide etkilediginin karsilastirildigi bu ¢alismada iki

programin Ornekleme zamanini ve virilis tespit etkinligini degerlendirecek bir



simiilasyon modeli gelistirilmistir. Bu ¢alisma, PPV ile enfekte agaclarin tespitinde
her iki kontrol programinin verimliligi bakimindan anlamli ve karsilagtirilabilir
bulgulara ulasildig1 sonucuna ulagmustir.

Nisan 2011 ile Aralik 2012 arasinda Japonya'da PPV ile kontamine olmus
bir bahgede yaprak bitlerinin virtisiin epidemiyolojisindeki roluni belirlemek igin
haftalik olarak 50 yetiskin yaprak bitinin test edildigi bir c¢aligma
gergeklestirilmistir. Yaprak biti sayilar1 gegen yila gore farkli olsa da, her iki yilda
da tespit edilen 5 baskin tiir arasinda, tuzaklara en ¢ok baglanan tiiriin sarmal yaprak
biti (Aphis spiraecola) oldugu goriilmiistiir. PPV yayilimlarinda etkili olan en sik
gorulen cesitler A. gossypii, A. craccivora, A. spiraecola ve Rhopalosiphum
maids'tir. Fakat A. spiraecola’mn diger ¢esitlere gore daha mihim bir
epidemiyolojik rol oynadig1 sdylenmektedir (Kimura vd., 2016).

Sert ¢ekirdekli meyve agaglarinin mihim bir hastaligi olan sarka, ilk dafa
1910 yilinda Makedonya'daki erik agaclarinda, ardindan 1915 yilinda
Bulgaristan'daki erik agaglarinda goriilmiistiir. PPV daha sonra kiraz, kayist ve
seftalide tespit edilmistir. 1932-1960 yillar1 arasinda Bulgaristan'dan
Cekoslovakya, Yugoslavya, Cezayir, Macaristan, Romanya, Rusya ve Almanya'ya
yayildig1 belirlenmistir. Hastalik Bati Avrupa'da goriildiikten sonra Avusturya,
Almanya ve Hollanda'da da tespit edilerek hizla yayillim gdstermistir. Fransa,
Isvigre, Portekiz, Yunanistan, Belcika, Ingiltere, italya, Tiirkiye, Ispanya, Musir,
Suriye ve sonunda Kibris'ta tespit edilmistir. 1990'dan sonra Amerika, Urdiin,
Hindistan, Sili ve Kanada'da rapor edilmistir (Amet, 2021).

Sirbistan'da viriis ve viroid hastaliklarinin varligini aragtirmak i¢in 2005'ten
2021'e kadar seftali ve nektarin agaglarini incelemislerdir. Ana seftali yetistirme
alanlarindaki ticari meyve bahgelerinden, fidanliklardan ve ana bloklardan 6rneklar
toplam 482 6rnek 12 (PPV, ACSLV, ApMV, PDV, vb) viriisiin varligi agisindan
test edilmistir. Viriis/viroid tespit icin DAS-ELISA (Double Antibody Sandwich-
ELISA) ve molekiler RT-PCR testi kullanarak spesifik primerlerle
testlenmislerdir. Analiz, ticari meyve bahgelerinden alinan test edilen 6rneklerin
%16,2'sinde  PPV’nin varlifim1i  dogrulamistir. Daha sonra molekiiler
karakterizasyon, pozitif 6rneklerde PPV-M ve PPV-D irklarinin varligini ortaya
cikarmiglardir. PLMVd, (Peach Latent Mosaic Pelamoviroid) enfeksiyonunun

insidans1 %5,9 oldugu ve toplanan 6rnekler arasinda baska viriis tespit edilmedigini
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ve bu yaptiklar1 calismada, test edilen seftali orneklerinde viriis ve viroid

enfeksiyon oraninin ¢ok diisiik oldugunu bildirmislerdir (Jevremovié vd., 2022).

1.2. Tiirkiye’de PPV’nin Durumu ve Tespit Yontemleri ile ilgili
Calismalar

Ulkemizde sarka hastaliginin varligi ilk dafa Sahtiyanci (1969) tarafindan
Edirne ilinde yetistirilen eriklerde tespit edilmistir. Daha sonra Kurgman (1973)
Ankara erik agaciin kabugunu P. persica GF-305 {lizerine asilayarak PPV'nin
varligini bildirmistir. Yirektiirk (1984), 1976-1982 yillarinda Marmara bélgesinde
ki aragtirmasinda seftali, erik ve kayis1 agaclarinda PPV enfeksiyonunun oldugunu
gbzlenlemistir.

PPV, ELISA ve ISEM (Immiinosorbent Elektron Mikroskobu) ile PPV
virsun belirtilerini sergileyen kayisi ve seftali agaglarini yaprak ve kabuklarinda
ELISA araciyila tespit edilmistir. Fakat P.cerasifera ssp. yapraklarda hafif
lekelenme belirtileri sergileyen yaprak orneklerinde rastlanmamistir. Bdylece
kayisi, seftali ve P. cerasifera‘’da ELISA araciyla PPV tespit edilmistir. PPV seftali,
Prunus amygdalo-persica ve erik (cvs Carska, Cacanska lepotica) agaglarinda
ISEM yontemiyle tespit edilmis, belirtiler yaprak ve meyvelerde goriilmiistiir.
Ustelik viriis PPV ’nin semptomunu sergilemeyen seftali GF 305 ve P.cerasifera
ssp'de de tespit edilmistir (Polak, 1989).

Ankara'da erik, kayisi1 ve seftali agaclarmin bulunmakta oldugu 10 ev
bahgesinde 1995-2002 yillar arasinda PPV {izerine yapilan arastirmada hastaligin
¢ok yaygimlastigi tespit etmis ve bu arastirmada DAS-ELISA ve RT-PCR
yontemleri kullanilmigtir. Kezanilan veriler degerlendirildikten sonra yedi sene
iceresinde PPV viriisiiniin varligin1 hastaligin temelinde %85,7-100'den 500m
mesafede %25-29,4'e azaldigi tespit edilmis ve bu aragtirmaci butin PPV
izolatlarin1 tantmlanmis olup PPV-M olarak tespit edilmis ve Ankara'da PPV'nin
tek vektorinan erik yaprak bitinin (Hyalopterus pruni) oldugu ilk kez bulunmustur
(Elibuytk, 2003).

Ulkemizin Dogu Akdeniz bolgesindeki sert c¢ekirdekli meyve
bahgelerinden elde edilen 3'i badem olmak iizere 48 yaprak drneginde ELISA ve
RT-PCR testleri kullanilarak 6 viriis varligi test edilmistir. Baz1 6rneklerde PPV tek
basina veya karisik enfeksiyonlar olarak bulunmustur (Sertkaya vd., 2003).
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Candresse vd. (2007), tarafindan 2006 yilinda yapilan bir arastirmada
Isparta bolgesinde PPV benzeri belirtiler gosteren bir geftali agacit bulunmustur.
Serolojik ve molekiiler calismalar sonucunda bu izolatin PPV-Rec oldugu
belirlenmistir.

Kog ve Baloglu, (2006), erik bahgeleri tizerinde gergeklestiren arastirmada,
Klorotik lekelerin, mese yapraklarindaki renk bozukluklari, sekil bozukluklar1 ve
yapraklardaki ¢izgili acikliklarin PPV-M cesitleriyle iliskili oldugunu belirlemek
icin DAS-ELISA, RT-PCR ve RFLP yontemlerini kullanarak yaptilar1 ¢alismada
arastirmacilar, PPV'nin Cukurova bolgesinde kaydedilen ilk kayit oldugunu
bildirmektedir.

Ankara'dan toplanan 16 izolatin serolojik ve molekiiler o6zellikleri
belirlenmistir. Sasirtict bir sekilde ¢aligma sirasinda karisik enfeksiyon durumunda
izolatin hem D hem de M'ye 6zgii monoklonal antikorlarla digerlerinden farkli
reaksiyon gosterdigi gézlemlenmistir. Kismi siralama analizleri sunucunda farkli
bir rekombinant tiriin varligi belirlenmistir. Ab-Tk izolatinin tiim genom Sekansi
kesfedildiginde yeni bir grubun varlig1 da ortaya ¢ikmistir. Bu yeni tiire PPV-T adi
verilmistir (Ulubas-Serge vd., 2009).

2007-2010 yillar1 arasinda sert ¢ekirdekli meyve bahgeleri ve fidanliklardan
toplanan 5762 6rnek iizerinde yapilmis olan DAS-ELISA ve RT-PCR analizleri
sonucunda Ege Bélgesi'nden 3, I¢ Anadolu'dan 22, Marmara'dan 128, Akdeniz'de
73 toplamda 226 o6rnegin PPV ig¢in pozitif oldugunu bildirilmistir (Akbas vd.,
2011).

Gurcan vd. (2013) caligmalarinda Ankara, Kayseri, Aksaray, Nevsehir,
Konya ve Yozgat'tan toplanan 120 6rnegi ELISA ve RT-PCR testleri ile analiz
etmislerdir. Kayseri, Ankara ve Konya'daki erik ve kayis1 bahgelerinde PPV
enfeksiyonu tespit etmisler, Nevsehir, Aksaray ve Yozgat'ta PPV enfeksiyonu
olmadigin1 bildirmislerdir. Kayseri'de enfeksiyonlu agaglarla ayni lokasyonda
bulunan badem agaglarinda herhangi bir semptom goriilmedigi bildirilmis ve
dolayisiyla PPV-T enfeksiyonunun genellikle kayist ve erik ile smrlt oldugu
sonucuna ulagilmistir.

Kaya vd. (2012), tarafindan yapilan bir ¢aligmada hastaligin yayilmasina
etkin rol oynayan potansiyel vektorlerin ve vektor adaylarmin belirlenmesini
amaglamigtir. Virtisiin durumu ELISA ve RT-PCR araglariyila diizenli olarak

g6zlemlenmistir. En cok yaprak biti popiilasyonu Mayis ayin sonlarinda ortaya
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cikarilmis olup her iki yilda da en yaygin iki vektor olarak Aphis gossypii ve A.
spiraecola belirlenmistir. Ayrica Myzus persicae, A. fabae, A. gosypii, A.
spiraecola, Hyalopterus pruni, Macrosiphon euphorbia ve A.craccivora'nin da
PPV tasidig1 tespit edilmistir. Molekiiler karakterizasyon c¢alismalar1 sonucunda
PPV-M'nin hem kaynak bitkide hem de nakledilen bitkilerde bulundugu rapor
edilmistir.

Ilbagi ve Citir (2014) tarafindan gerceklestirilen arastirmada Trakya
Bolgesi'ndeki badem agaclarindan alinan 260 yaprak 6rneginde PPV varligi DAS-
ELISA ve RT-PCR yontemleriyle incelenmistir. Bu inceleme sonucunda 5 badem
agacinda PPV belirlenmistir. PPV enfeksiyonu tasiyan bu 5 agaca ait izolatlarin
kismi nlkleotid dizileri Gen Bank’ta kayitli 17 farkli badem izoltiyla filogenetik
analizle karsilastirilmistir. Trakya bolgesinden elde edilen izolatlarin, diinyadaki
diger badem izolatlariyla %75,72-%96,87 arasinda, Tirkiye i¢erisindeki izolatlarla
ise %95,82-%96,61 oraninda niikleotid benzerligi tasidigi tespit edilmistir. Ayni
zamanda bu 5 Tiirk badem izolatinin niikleotid ve aminoasit dizilerinin filogenetik
smiflandirmada PPV-T izolatlariyla ayni grupta yer aldigi , dolayisiyla bu
izolatlarin daha once belirlenen kayisi izolatlarinda oldugu gibi PPV-T 1rkina dahil
oldugu belirlenmistir.

PPV'nin Tiirkiye'deki 1tk dagilimi ve genetik cesitliligini belirlemeyi
amagclayan caligmada, daha 6nce viriisle enfekte oldugu taninan sahalardan 612
hastalikli bitki Ornegi derlenmistir. 314 pozitif 6rnek Uzerinde serolojik ve
molekdler arastirma yapilmis ve birgok farklilik sergileyen P3-6K1 gen alanindan
664 nikleotid boyutunda sahip dizi verisi saglanmistir. PV-D ve PPV-T ¢ogunlukla
sinirli alanlarda ve sehir merkezlerine yakin bolgelerde bulunurken, PPV-M
cogunlukla ticari bahgelerde bulunmustur. Bu calismada 1 adet izolatin PPV-Rec
oldugu belirlenmistir. PPV-T ¢esidinin Tirkiye'nin Sarka havuzundaki en ¢ok
gorilen irk oldugu ortaya ¢ikmistir (Gurcan ve Ceylan, 2016).

Gilircan (2017) c¢alismasinda Bursa'da tespit edilen PPV ile enfekte
orneklerden elde edilen izolatlar1, Tiirkiye ve Avrupa'nin diger bolgelerinden gelen
PPV izolatlariyla karsilastirilmistir. Bursa ve ¢evresindeki 50 bahg¢eden toplanan
118 ornekte DASI-ELISA ve RT-PCR yontemleriyle testin sonucuna gore, 32
bahgeden toplanan 64 6rnegin PPV ile enfekte oldugu belirlenmistir. Bu 6rnekler
Uzerinden, 664 nikleotit uzunlugundaki P3-6K1 alan1 ve 969 nikleotit
uzunlugundaki CT-3’UTR alaniyila birlikte, GenBank'ta kayitli 200 izolatla
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karsilastirilarak dizilenmis ve incelenmistir. 30 seftali bahg¢esinden alinan 56
izolatin, Tiirkiye'deki bahgelerde bulunan Avrupa PPV-M izolatlariyla eslestigi
tespit edilmistir. Bursa’daki 2 erik bahgesinden elde edilen 8 izolatin PPV-D oldugu
belirlenmis ve bu izolatlar, Tiirk tipi PPV-D izolatlariyla ayni1 filogenetik grupta yer
almigtir. Sonug olarak, Bursa’daki kapali seftali bahgelerinin Avrupa tipi PPV-M
ile yogun bir sekilde enfekte oldugu ve bu izolatlarin, son yillarda PPV’nin
yayllmaya basladigi Aydin, Denizli, Canakkale, Isparta ve Kayseri illerindeki
kapali bahgelerden alinan izolatlarla yiiksek genetik benzerlik gosterdigi ortaya
konulmustur.

DAS-ELISA testi kullanilarak yapilan bir ¢alismada, Bursa ilindeki sert
cekirdekli meyve bahgelerinde PPV varliginin tespiti amaciyla 166 adet erik,
seftali, nektarin, visne ve badem agaci incelenmis ve PPV yayilma dizeyi %24,1
oraninda oldugu ortaya ¢ikmustir. Inegdl ilinde %57,1 PPV’ nin enfeksiyon orani
gorulirken, bu ilgeler sirasiyla %50,0, %27,3, %25,0, %10,0 ve %7,1’ile
Orhangazi, Giirsu, Yenisehir, Osmangazi ve Mudanya ilgeleri izlemistir. PPV nin
enfeksiyonu erikte (%41,7) tespit edilmis ve bunu nektarin (%40) ve seftali (%16,5)
takip etmistir. Kiraz ve badem agaglarinda PPV'ye rastlanmadigi belirtilmistir
(Saydam vd., 2018).

Bazi dayaniliklik genlerini tasidigi belirlenen cesitler Sarka hastaligiyla
mucadeleye yonelik diizenleme programlarinda kullanilmaktadir. Hastaliklarin
Onelenmesi icin yeni dayaniklik kaynaklar telep edilmektedir. Bu arastirmada 227
kayist genotipi taranmis ve PPV-T'ye dayaniklilik agisindan degerlendirilmistir. 4
cesidin (Cebir, Lifos, Karum ve Zard) hastaliga kars direng gosteren genler tasidigi
rapor edilmistir. Poodle ve Fracasso'nun da hastaliga dayanikli oldugunu tespit
etmis fakat bu iki ¢esitte direng genlerinin yoklugunu belirlenmistir. Bu yeni
genetik kaynaklarin diizenli ¢alismalar1 ig¢in yararli olacagi beklenmektedir
(Giircan vd., 2019b).

PPV-T'nin kokeni, genetik farkliliklar ve evrimsel gelisim (zerine
uygulanan arastirmada filogenetik inceleme amaciyla 421 izolatin sinirli genom
dizileri ve 57 izolatin tam genom dizileri tanimlanmistir. Calisma, PPV-T 1rki
icinde birka¢ monofiletik ve bazi durumlarda cografi olarak sinirli gruplarin varligi
ortaya ¢ikmustir. Yeni tanimlanan ve farkli M-Istanbul izolatlar1 dahil edildiginde,
PPV-T ¢esitliliginin (%0,018) PPV D ve Rec wrklarindan daha yiiksek, ancak M
irkindan daha diisiik oldugu gorilmiistir bu da PPV-T igin uzun bir evrim
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gecmisine isaret etmektedir. Tiirkiye'nin Balkanlar'daki Avrupa yakasi, PPV'nin ilk
tanimlandig1 Bulgaristan'a yakinligi nedeniyle PPV-T izolatlarinin muhtemel
menge merkezi gibi gériinmektedir (Teber, 2019).

Bugiine kadar Istanbulun Avrupa yakasinda PPV-M 1rkin kapsaminda farkli
kategorilerin bulunmasi belirlenmis olup, bu arastirmada Avrupa yakasindan PPV
ile enfekte sert gekirdekli meyve numuneleri bir araya getirilmis ve PPV-M 1rkinin
genetik farkliliklar arastirilmistir. Farkli oldugu diisiiniilen M izolatlarinin dizileri
alimarak incelenmistir. 230 sert cekirdek Orneginden 97'sinin enfekte oldugu
saptanmistir. 97 izolattan 88'inin PPV-M igerisinde farkli bir grup olusturdugu
belirlenmistir. Bu farkli grup filogenetik olarak farkli bir grupta yer almakta ve
PPV-MIs olarak adlandirilmistir (Glircan, 2019a).

Tirkiye’de ¢esitli sert ¢ekirdekli konukgulardan PPV'nin  molekiler
tanimlama ¢alismalarindan kazanilan dizi bilgileri, patojen irkinin PPV-D
oldugunu gostermektedir. Kaynak izolatlarla gergeklestirilen mukayeseli
arastirmada niikleotid benzerlikleri %92,6 ile %99,2 arasinda degismektedir (Celik,
2020).

Turkiye'den 44 PPV-D izolatinin tiim genom dizileri saglanmistir. Bulgular
Turkiye PPV-D izolatlarinin diinya ¢apindaki diger PPV-D izolatlarina olduk¢a
benzer oldugunu goéstermektedir. Fakat bu arastirmada hint PPV-D izolatlarinin
cogunun benzersiz gruplanmalarla yaptigi gézlemlenmistir. Izolatlardan ikisinin
PPV-T ile genetik modifikasyon yapilmig varyantlarin Orettigi tespit
edilmistir.Izolatlarin genetik ¢esitliliginin farkli bulgularla benzer diizeyde yiiksek
oldugu saptanmugtir. Tiim veriler bir arada degerlendirildiginde ve PPV-D kapsamli
evrimsel ge¢misi goz Oniine aldiginda PPV-D irkinin Tiirkiye kokenli olabilecegi
diislincesine zemin hazirlamaktardir (Gircan vd., 2020).

Morca vd. (2020) tarafindan yapilan ¢alismada 2016-2019 yillar icerisinde
Bolu ilinde gerceklestirilen survey sonucunda 306 numune elde edilmistir. PPV
varliginin tespiti amaciyla érnekler 6ncelikle DAS-ELISA testiyle degerlendirilmis
ve yalnizca 3 seftali 6rneginin PPV ile enfekteli oldugu saptanmistir. Enfekte olmus
numuneler sonrasinda P1/P2 primerleri araciligiyla RT-PCR ile uygulanmis ve
DAS-ELISA sonuglar teyit edilmistir. EK olarak, PPV'ye 6zel spesifik primerler
kullanilarak irk diizeyde tan1 konulmustur. Bu irk diizeyindeki teshisler kapsaminda
numunenin PPV-M 1rkiyla enfekte oldugu belirlenmistir. Bu ¢alismada elde edilen

PPV izolat1 Bolu ilinden alinan ilk kayittir. Bulgular, Bolu ilinde daha kapsamli bir
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aragtirma yapilmasi ve tiim genom dizileri elde edilerek izolatlarin genetik
cesitliliginin belirlenmesi gerektigini diisiindiirmektedir. Enfekte olan tiim agaglar
yok edilmistir.

Morca vd. (2021), tarafindan 2016-2019 yillar icerisinde Burdur ilinde PPV
varliginin saptanmasina yonelik 47 adet sert ¢cekirdekli meyve yapragi 6rnegi DAS-
ELISA testi ile incelenmis ve 2 adet seftali 6rneginin PPV ile enfekte oldugu tespit
edilmistir. PPV kilif proteini bolgesinin 767 niikleotidlik bir bolgesini ¢ogaltmak
i¢in dejenere primer ¢iftleri tasarlanmistir. RT-PCR ve yeni primerlerle yapilan dizi
analizi ile bulunan diziler GenBank'a kaydedilmistir. BLATN analiz sonuglari
Burdur PPV izolatinin PPV-M 1rki ile en yiiksek benzerlige (%99,86-%98,49) sahip
oldugunu gostermistir. Calisma sonucunda enfekte agaclar imha edilerek 1 km
capinda tampon bolge olusturuldu ve incelemeler devam ederken Prunus tiirlerinin
ekiminin 3 y1l siireyle yasaklanmasina karar verilmistir.

Teber vd. (2023) tarafindan yapilan bir ¢alismada Tirkiye'nin farkli
bolgelerinden 69 PPV-M izolatinin genomlari dizilenmistir. Bu yeni neredeyse tam
uzunluga sahip genom dizileri, daha once bildirilen 21 PPV-MIs benzeri Tirk
dizileri ve Arnavut izolatlarindan 4 dizi dahil olmak Uzere kiiresel olarak toplanan
diger PPV-M izolatlarindan 50 diziyle birlikte analiz edilmistir. Tiim yeni PPV-M
genom dizilerinde ana genomik 6zellikler korunmus en biiyiik farkliliklar PIPO, P1
ve CP proteinlerinde tespit edilmigtir. TlUrk PPV-M izolatlar1 yiiksek genetik
cesitlilik sergiler ve biri yalnizca PPV-MIs izolatlarindan olusan ve ikinci sinif daha
once aciklanan PPV-Ma ve PPV-Mb alt siniflarindan olusan iki benzer sinifa
ayrilmislardir. Bu ¢calismanin sonucunda, neredeyse Tiirkiye'ye 6zgu gortinen PPV-
MI'nin orijinal dagilimi ve PPV-MI ile diger Tiirk PPV-M izolatlarinin yiiksek
genetik cesitliligi, M izolatlarinin Tiirkiye'deki uzun bir evrimsel ge¢misine isaret
etmektedir ve PPV-M'nin Tiirkiye’ye has olacak sekilde ve bir gesitlilik merkezi
olarak konumlandigini belirtilmektedir.

Akbas vd., (2023) tarafindan yapilan bir arastirmada badem (P. dulcis) ve
visne (P. ceracus) zolatlar1 da dahil olmak {izere bes farkli Prunus turiinden elde
edilen PPV-T 1rk1 izolatlarimin tiim genomu, bu ¢alismada tasarlanan primer ¢iftleri
kullanilarak tam olarak dizilenmistir. Bes izolat, GenBank'ta tam genom dizileri
bulunan diger 50 PPV-T izolat1 ile hizalana ve daha sonra filogenetik ve gesitlilik
analizlerine tabi tutulmustur. Rekombinasyon analizi, daha onceki bir ¢alismada

rapor edilen dort rekombinant izolatin dogrulanmasina karsin, yeni dizilenen bes
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izolatta anlaml1 bir sinyal tespit edilmedigini gostermistir. Niikleotid ve amino asit
filogenetik agaclari, test edilen izolatlar1 ii¢ ana gruba ayirlits Balkan 1, 2 ve 3. T
k1 izolatlari, aralarinda yiiksek niikleotid ve amino asit kimliklerini
paylastyormustur. Cesitlilik analizi farkli parametreler uygulayarak P3 ve 6K1 gen
dizilerinin diger genlere gore daha fazla korundugunu bulmustur. Buna uygun
olarak, oldukca degisken olan P1 ve CP genlerinin, diger genlere gore sirasiyla
®=0.127 ve 0.219 gibi daha zayif saflagtirma basin¢larina maruz kaldigi
bulundurmustur. Ug nétralite testi tiim genlere negatif degerler verilmis bu da T 1rki
poplilasyonlarinin  genisleyen veya darbogaz secimlerine sahip oldugunu
gosterilmistir. Bilinen tek visne izolatinin genetik yapisi, diger Prunus tirlerinden
elde edilen izolatlarla oldukca ayniyimis ve bu nedenle bu calisma, yeni
konakegilardaki T ki ¢esitliligine iliskin bilgilerimizi giincellemis ve genetik

cesitlilik ile konaker iligkilerinin net bir resmini sunmustur.

1.3. LAMP Yontemi ve Bitki Patolojisinden Uygulama Ornekleri

Bugday sar1 mozaik virtistiniin (Wheat yellow mosaic virus; WY MV) tespiti
icin bir RT-LAMP yontemi olusturulmustur. RT-LAMP testi icin reaksiyon
kosullarin1 optimize etmek amaciyla Primer Explorer yazilimi kullanilarak dort
primer seti tasarlanmigstir; RT-LAMP dort primer seti kullanilarak farkli zamanlarda
gergeklestirilmistir. Agaroz jel elektroforezi, WYMV'nin primer seti 3 ile 30 dakika
sonra ve diger 3 primer seti ile 45 dakika sonra tespit edildigini gostermistir.
Ozgiilliik sonuglari, testin WYMV'yi spesifik olarak ¢ogaltabildigini ve hassasiyet
karsilastirmast RT-LAMP'nin RT-PCR’dan 100 kat daha hassas oldugunu
gostermistir. Genel olarak, RT-LAMP ydnteminin WYMYV tespiti igin basit,
spesifik, hassas, kullanislt ve zaman kazandiran bir yontem oldugu goriilmiistiir
(Zhang vd., 2011).

Li vd. (2013), tarafindan yapilan bir arastirmada LAMP testinin saha
orneklerinde uygulanabilirligini gdstermek icin, yontem Foc 1k 4 ile enfekte olmusg
bitkiler lizerinde degerlendirilmistir. Dort enfekte drnegin tiimii LAMP ile Foc 1rk
4 pozitif ¢ikarken, saglikli muz yumrularmin higbirinde bant goriilmemistir. Bu
gozlemler ayrica gorsel incelemeye dayali olarak LAMP testi sonuglarinin jel
elektroforezinden sonraki sonuglarla iligkili oldugunu gdstermistir. Ayrica, farklh

tarlalardan toplanan 34 muzdan 34'lnde (26 enfekte muz ve 8 saglikli ancak
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patojenle enfekte) LAMP yontemi ile Foc 1irk 4 tespit edilmistir. Bu ¢alismada
toplanan 6rnekler i¢in LAMP tespit oran1 34/34'tiir (%100).

Endonezya'nin ¢esitli bolgelerindeki piring tarlalarinda tungro viriisiiniin
(Rice Tungro Tasiliform Virus; RTBV) rutin olarak izlenmesi, hastalik kontrol
stratejisinin 6nemli bir parcasi olarak gereklidir. Bu ¢alismada, Tungro viriisii igin
bir tespit yaklasimi olarak LAMP yontemini gelistirmek igin bir arastirma
yuritilmiistir. Garut (Bat1 Java), Sidrap (Giiney Sulawesi) ve Pesisir Selatan'dan
(Bat1 Sumatra) tungro viriisii ile enfekte olmus piring yapragi érnekleri toplanmaistir.
Tungro viriisiiniin spesifik niikleotid pargalari, geleneksel PCR ve LAMP-PCR ile
basariyla cogaltilmigtir. LAMP’in duyarliligi, geleneksel PCR'ninkinden daha
yiiksek olarak belirlenmistir. LAMP kullanilarak RTBV tespiti i¢in daha iyi
sonuglar, 63°C'de 60 dakika boyunca O6rnek inkiibasyon kosulu ve 80°C'de 10
dakika boyunca sonlandirma reaksiyonu ile elde edilmistir. (fu, vd., 2021).

Pepper chat fruit viroid (PCFVd), ciddi kayiplara neden olan, verimliligi,
meyve kalitesini ve hatta uluslararasi tohum ticaretini etkileyen en 6nemli domates
ve biber hastaliklarindan biridir. Bu c¢alismada, alti primer setine dayanan
PCFVd'ye 0zgi bir RT-LAMP tespit testi gelistirilmis, optimize edilmis kosullar
altinda, PCFVd 15 dakika i¢inde tespit edilebilmistir. PCFVd'yi tespit etme
duyarliligi, prob tabanli bir qRT-PCR ile neredeyse ayni ve mevcut RT-PCR
yontemlerinden 10-100 kat daha yiiksek bulunmustur (Tangkanchanapas vd.,
2018).

Jeevalatha vd. (2018) tarafindan domates sar1 yaprak kivrilmasi viriisii
(Tomato yellow leaf curl virus; TYLCV) iceren DNA, enfekte domates bitkilerinin
ve tek tek beyaz sineklerin toplam DNA 06ziitlerinden LAMP ile tespit edilmis ve
cogaltilmis ve sonuglar, reaksiyonda beyaz bir c¢okeltinin olusumunu
gozlemleyerek basitce degerlendirilmistir. Viriis, LAMP ile kolayca tespit
edilmistir. Bir ¢ift halka primerinin eklenmesiyle genisletilmis olan LAMP yontemi
ile Domates yaprak kivrilmasi Delhi viriisii (Tomato Leaf Curl New Delhi Virus;
ToLCNDV) tespitinin, toplam DNA'da 0,002 pg'a kadar viriis tespit ettigi ve LAMP
deneyinin PCR sonuglar1 kadar hassas oldugu bulunmustur.

Potato yellow mosaic Panama virus (PYMPV), Domates yaprak kivrilmasi
Sinaloa virGsu (ToLCSiV) ve Begomovirus cinsinin (Geminiviridae familyasi)
Domates sart beneklilik virlisi (TYMoV), Panama'da domatesi (Solanum

lycopersicum L.) enfekte ettigi tespit edilen li¢ begomoviriis tiriidiir. Bu g
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begomoviriis tiirliniin her biri i¢in 6zgiil li¢ primer cifti seti kullanilarak ayr1 ayri
tespiti i¢in LAMP testi gelistirilmistir. Amplifikasyon {iriinleri, jel elektroforezi
veya reaksiyon tiipine DNA'nin dogrudan Jel-Kirmizi boyanmasiyla
gorsellestirilmistir. Panama'min farkli iiretim bolgelerinden toplanan enfekte
domates bitkilerinin yaprak, govde, c¢icek, meyve ve kok gibi farkli bitki
dokularindan elde edilen toplam DNA igerisinde PYMPV, ToLCSiV ve TYMoV
tespit edilmistir. LAMP duyarlilig1 gelencksel PCR'a yakin olmakla birlikte daha
hizli ve diisiik maliyetli bulunmuistur. Dahasi, li¢ viriis de enfekte domates
bitkilerinin yaprak dokularindan elde edilen 6zsu 6ziitlerinden geleneksel PCR ile
degil LAMP ile basaril1 bir sekilde tespit edilmistir (Herrera vd., 2018).

104 taze yaprakta (i¢ begomo viriisiin tespiti i¢in yapilan bir saha aragtirmasi
sirasinda yiirlitilen LAMP analizleri, Orneklerin c¢ogunun pozitif oldugunu
gostermistir. Bu bulgular, begomo viriistin evrensel primerleri kullanilarak yaygin
bir tespit yontemi olarak PCR ile dogrulanmistir. Bu sonuglar, florometre taginabilir
bir cihaz kullanilarak yapilan bu basit ve hizli LAMP analizinin, saha kosullarinda
begomo viriislerin gergek zamanli tespiti i¢in kullanilabilecegini gostermektedir
(Wilisiani vd., 2019).

Dahlia mozaik virus (DMV), Caulimoviridae familyasindaki yaprak biti ile
taginan bir caulimovirus olup, dahlia'nin (Dahlia variabilis) énemli bir patojenidir.
DMV'nin goézetimi ve yonetiminde hizli ve hassas tani araclarmin gelistirilmesi
esastir. DMV tespiti icin bir LAMP testi gelistirilmistir. LAMP testi, DMV
genomunun ters transkriptaz bdlgesini hedef alir ve 60°C'lik bir sicaklik ve 60
dakikalik bir ¢alisma siiresinde optimumdur ve amplifikasyon floresan tespiti ve
agar jel elektroforezi ile tespit edilmistir. Test, DMV'yi 10~ ng kadar diisiik DNA
konsantrasyonunda tespit etmistir. Bu test, DMV'nin hizli ve hassas bir sekilde
tespit edilmesinde ve viriissiiz dikim materyali iiretimi yoluyla viriis insidansinin
azaltilmasinda faydali olacag ifade edilmistir (Iftikhar vd., 2020).

Lee ve Jeong, (2020), arastirmalrinda RT-LAMP primerlerinin PLMVd igin
ozgiilliigii, ACLSV ve PNRSV ile enfekte seftali yapraklarindan elde edilen toplam
RNA ve negatif kontrol olarak saglikli seftali yapraklarindan elde edilen RNA
kullanilarak incelenmistir. Optimize edilmis reaksiyon kosullarinin duyarliligi,
PLMVd ile enfekte seftali yapraklarindan elde edilen RNA'nin 10 kat seri
seyreltmeleri (100 ila 107) kullanilarak degerlendirilmistir. Bu deneylerle iiretilen

RT-LAMP urunleri, %2 agar jellerinde elektroforez kullanilarak analiz edilmis ve
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60°C, 63°C ve 66°C'de, 60 dakikalik inkiibasyon nispeten yiiksek amplikon
konsantrasyonlar1 tiretti ve iirlinler hem gorsel renk degisimleri (SYBR Green I)
hem de merdiven benzeri desenler iiretti. Bant sekli ve yogunluguna gore, 63°C
optimum reaksiyon sicakligi olarak segilerek reaksiyon optimze edilmistir.

Celik ve Ertung, (2021) tarafindan yapilan ¢alismalarinda Varga ve James'in
ters transkripsiyon Loop aracili izotermal amplifikasyon (RT-LAMP) testi,
Turkiye'deki PPV-T izolatlarinin hizli tespiti i¢in uyarlanmis ve RT-LAMP testi,
yaygin olarak Prunus spp.'yi enfekte eden diger virlislerle ¢apraz reaksiyon
gostermemistir veya PPV-T'nin dogal konakgilar1 deney izotermal kosullar altinda
(60 °C) bir su banyosu yardimiyla 35 dakikada tamamlanabilmistir.

(Telosma mozaic virus; TeMV), son yillarda passion fruit'de bildirilen
yaygin bir viriistiir ve ¢ok yiiksek bir enfeksiyon oranma sahiptir. Guizhou
Eyaletindeki passion fruitin TeMV tasidigi gercegini arastirmak amaciyla,
TeMV'yi etkili bir sekilde tespit edebilen RT-LAMP yontemi gelistirildi. TeMV
korunakli CP geninin niikleotid dizisine dayanarak, alt1 set primer tasarlanmis ve
reaksiyon gercek zamanli tiirbidimetre ile taranmistir. Optimize edilmis RT-LAMP,
TeMV i¢in yiiksek derecede ozgiillik gdstermis ve duyarliligi geleneksel RT-
PCR'den 100 kat daha yiiksek bulunmustur. (Fu, vd., 2021).

Yapilan bir ¢alismada RT-PCR ve RT-LAMP kullanarak solanaceous
bitkilerinde alt1 viroidin tespitinde kullanilabilecek evrensel primerleri tasarlamak
ve basarilio bir tespit protokolii gelistirmek amaglanmistir. Sonuglar, bir ¢ift
dejenerat primerin, Solanaceae tohumlarindan ve bitkilerinden alt1 pospiviroidaein
cogaltilmasi i¢in tek adimli bir RT-PCR'de kullanilabilecegini ortaya koymustur.
Dahasi, alti pospiviroidaein ¢ogaltilmasi igin bes primer tasarlanmig ve RT-
LAMP'de kullanilmistir. Basarili bir tespit icin gereken minimum viroid RNA
konsantrasyonu, viroid tiirline ve tespit yontemine bagli olarak 1 fg ile 10 ng
arasinda degisiklik gostermistir (Tseng vd., 2021).

Kolorimetrik ve real-time (cr-LAMP) analizleri, Bugday ciicelik viriisiiniin
(WDV) genomik DNA'sinin kilif protein bolgesini hedef alarak gelistirilmistir.
Pozitif LAMP reaksiyonunun ¢iplak gozle gozlemlenmesi i¢in, NEB'den (New
England Biolabs) WarmStart 2X Master Mix kullanilmig, burada pembe renkten
sarimst renge doniisen renk de§isimi pozitif bir sonucu gostermistir.
Amplifikasyon, bir tablete veya akilli telefona bluetooth araciligiyla baglanmay1
saglayan akilli-DART platformu (Diagenetix Inc, ABD) tarafindan ger¢ek zamanl
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olarak izlenmistir. LAMP analizinin tespit hassasiyeti, cr-LAMP reaksiyon
kosullarinin optimizasyonundan sonra geleneksel PCR'den 100 kat daha hassas
olarak belirlenmistir (Celik ve Morca, 2021).

Yapilan bir bagka calismada calismada, Maize yellow mosaic virus
(MaYMV)'yi tespit etmek igcin RT-LAMP testi gelistirilmistir. Test i¢in betain,
mg®+ ve dNTP'lerin optimum konsantrasyonlari sirastyla 0 M, 1,4 mM ve 6 mM
olarak belirlenmis ve optimum reaksiyon siiresi 50 dakika olarak tespit edilmistir.
(Li, vd., 2022).

Yiiriitiilen bir baska ¢alismada RT-LAMP ile ToCV ve TICV igin hizli bir
tespit yontemi olusturmuslar ilk olarak ToCV ve TICV'ye 6zgii RT-LAMP igin
primer setleri tasarlamis daha sonra, optimum primer setini segerek ve RT-LAMP
reaksiyonu i¢in optimum kosullar belirleyerek, her viriis, bir domates yapraginin
hastalikli bolgesini bir kiirdanla delerek, kiirdani reaksiyon ¢ozeltisine daldirarak
ve RT-LAMP reaksiyonunu gergeklestirerek 50 dakika i¢inde tespit edilmistir.
Islemin dogrulugunu dogrulamak amaciyla Endonezya'nin bes bolgesinden hastalik
belirtileri gdsteren 61 domates yapragi 6rnegi toplanmis ve ornekler icin RT-LAMP
sonuglari, yaygin olarak kullanilan RT-PCR ile elde edilen sonuglarla uyumlu
olarak bulunmustur (Kobayashi, vd., 2023).

Colletotrichum gloeosporioides fungusunun neden oldugu antraknoz,
meyve ve sebzelerin hasat sonrasi ¢iiriimesinin baslica nedenlerinden biridir. Bu
calismada, C. gloeosporioides transkript enoyl-CoA hidrataz (ECH) genini hedef
alan C. gloeosporioides'in hizli tespiti igcin LAMP testi gelistirilmistir. Test, LAMP
iriinlerinin pembe renkten saritya doniismesine dayanarak 23 dakika i¢inde C.
gloeosporioides niikleik asitinin ¢iplak gozle tespit edilmesini saglamistir (Kaur
vd., 2023).

21



2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Viriis Kaynagi

Bu c¢alismada kullanilan viriis izolatlart BAIBU Ziraat Fakiiltesi, Bitki
Koruma Bolimi Viroloji Labratovarin’da -20 °C’de muhafaza edilen PPV-M,
PPV-T ve PPV-D ile enfekteli seftali bitki kisimlarindan olusmaktadir. Izolatlar ve
ik ¢esitliligi Celik (2020) tarafindan dogrulanmustir.

2.2. RNA izolasyonu

Bu ¢alismada toplamda 6 (her bir irktan 2’ser adet) enfekteli seftali yapragi,
carpraz reaksiyon ve Ozgilillik testlerinde kullanilmak iizere PPV’nin yaygin
konukgular1 arasinda yer alan erik, seftali, kayisi ve bademe ait bitki dokulart DNA
izolasyonuna alinmistir.

PPV’nin her ii¢ ki ile enfekteli bitki dokularindan ve yaygin
konukgulardan RNA izole etmek igin Nucleozol RNA izolasyon sollsyonu
(Macherey-Nagel, Germany) kullanilmigtir. RNA izolasyonu ilgili firmanin
talimatlar1 gercevesinde asagidaki sira halinde verilen islemler uygulanarak oda
sicakliginda gergeklestirilmistir.

1. Yaprak ornekleri sivi nitrojen icerisinde havanda toz haline gelinceye kadar
ezilmis ve ezlien yaprak dokusundan 100 mg 2 mL'lik santriflj tupiine
yerlestirilmistir.

2. Tupteki doku orneklerine 500 pL RNA izolasyon sollsyonu eklenerek
tizerine 200 pL distile su ilave edilerek iyice karistirilmistir.

3. Numuneleri igeren tiipler oda sicakliginda 5 dakika tutulmus, ardindan
santifriij icerisinde 12.000 g’de en az 15 dk santifriij edilmistir.

4. Ust stvidan 500 pL 1,5 mL’lik Eppendorf tiiplere almarak iizerine esit
hacimde soguk isopropanol ilave edilmistir. Ornekler hafifce calkalanarak
12.000 g’de 10 dk tekrar santifriije birakilmistir.

5. Santrifiij sonrasinda iist s1vi dokiilmiis ve 200 pL %70’lik ethanol ile 3 kez
yiknarak 8000 g ‘de 3’er dakika santifriij edilmistir.

6. Santrifiijjlemeden sonra, 6rnekler kurumaya birakilmadan 100 uL. ddH20
igerisinde ¢oziilerek vorteks ile hafif¢e karistirilmustir.

7. Elde edilen total RNA’lar konsatrasyonlart Denovix Ds-11 FX
Nanospektrofotometre cihazi ile 260/280 ve 260/230 nm dalga boylarindaki
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absorbans oranlar1 yardimiyla 6l¢giilerek DNase I uygulamasi i¢in -20 °C’de

muhafaza edilmistir.

2.3. DNAse 1 Uygulamasi

Elde edilen toplam RNA’lardan genomik DNA’nin uzaklastirilmasi

isleminde asagidaki sira izlenmistir:

1.

1.DNase 1 uygulamasi, Thermo Fischer Scientific (Katalog numarasi:
ENO0525) DNAse I kullanilarak ilgili firmanin talimatlari tizerinden hacimsel
modifikasyon sonucunda 2000 ng/ pL (final) total RNA kullanilarak
gerceklestirilmistir.

Son hacim 15 pL olacak sekilde, 2000 ng / uL RNA, 2 pL reaksiyon buffer
(10x), 2 pL DNase | ve ddH20 (15 pL’ye tamamlanmistir) olacak sekilde
hazirlanmstir.

Hazirlanan karigim (miniPCRbio,USA) mini 16’da 37 °C’de 30 dk inkiibe
edilmistir.

Inkiibasyon akabinde final hacim 5 mM olacak sekilde 1,5 pL EDTA
eklenerek 65 °C’de 10 dk siire ile inkibe edilerek reaksiyon
tamamlanmistir.

Reaksiyon sonrasi orneklerin konsantrasyonlart 10 ng/uL olacak sekilde

ayarlanarak -80 °C’de muhafaza edilmistir.

2.4. PPV’nin Izotermal Tams1 icin Kullamlan Kitleri

Bu calismada DOSA Bilgi ve Bilim Teknolojileri Biological Development

& Research tarafindan gelistirilen ve PPV nin tilkemizde yaygin olarak bulunan 3

ikt igin tek tiipte kolorimetrik ve ger¢cek zamanli izotermal amplifikasyonuna

olanak taniyan tespit kitleri PPV tanisi i¢in kullanilmigtir. Kullanima hazir kitlerin

gorselleri Sekil 1°de sunulmustur. Kullanilan tan1 kiti muadillerinden farkli olarak

blinyesinde PPV tanisi i¢in kilif protein bolgesine yonelik 6zel olarak tasarlanmig

primer serilerini de bulundurmaktadir. Dogrudan viriis RNA’s1 reaksiyona alinmak

suretiyle RT-LAMP testi uygulanabilmekte ve sonuglar ¢iplak gbzle ve gergek

zamanl olarak degerlendirilebilmektedir.
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Sekil 2.1. Calismada test edilen DOSA Bilgi ve Bilim Teknolojileri Biological Development &
Research tarafindan gelistirilen kullanima hazir izotermal tani kitleri- (a. Kolorimetrik, b. Gergek
zamanli).

2.5. izotermal Test Sonuglarimin Degerlendirilmesi

Reaksiyonun sonuglarinin  degerlendirilmesinde 3  farkli  yontem

kullanilmistir:

1.

i1k olarak amplifikasyon triinlerini g6zlemlemek icin pozitif sonugta kitin
olanak tanidig1 pembeden sariya olan renk degisimlerinin ¢iplak gozle
degerlendirilmesi gerceklestirilmistir.

Kullanilan diger degerendirme yontemi agaroz jel elektroforezi islemidir.
Bu amagla Gallitelli ve Minafra (1994) ’iin yontemine gore, 100 mL TAE
icinde 1,5 gr agaroz mikrodalga firinda tamamen ¢oziilene kadar 1sitilmistir.
Yaklasik 50 °C'ye sogutulduktan sonra jel karigimi, bir jel kutusuna (CBS
Scientific) bosaltilarak ve katilasma beklenmistir. Katilasmis jel, 1X
konsantrasyonlu TAE tamponu iceren bir elektroforez tankina
yerlestirilmistir. 5 uLL LAMP {irtiniinii 6X yiikleme boyasi (Thermo Fischer
Scientific,™, R0611) eklenerek ve kuyucuklara yiiklenmistir. Daha sonra
urdn 120 V'de 45 dakika elektroforez yapilmis ve jel etidyum bromiir (0.5
pg/mL) icerisinde boyanarak ve gorlntileme icin bir jel gorintileme
cihazinda (G-Box; Syngene, Cambridge, UK) analiz edilmistir.

Gercek zamanh kitin galisma prensibine goére amplifikasyon egrilerinin
olusumu ve olusma siiresi 65 °C’de 60 dk siire ile ve 1 dk aralikla okuma
komutu verilen real-time PCR (LightCycler® 480; Roche, Basel, isvicre)

tizerinde gozlenmistir.
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2.6. Baslangic Reaksiyonu

Gelistirici firmanin talimatlari ¢ergcevesinde PPV-D izolatina ait RNA ile kit
tarafindan temin edilen negatif ve pozitif kontroller 65 °C inkiibasyon sicakliginda
ve 60 dk sure ile kolorimetrik ve ger¢cek zamanli reaksiyona alinmistir. Renk
degisiminin ¢iplak gozle goriilmesi, agaroz jel elektroforezi ve amplifikasyon
doyum egrisinin ger¢cek zamanli olusumunun goézlenmesi ile reaksiyon sonucu

degerlendirilmistir.

2.7. izotermal Tam Kitlerinin Spesifiklik, Duyarhlik ve Yaygin Irklarda Tespit
Performansi
LAMP primerlerinin spesifikligini belirlemek i¢in, PPV-D RNA’sina ek

olarak olarak, PPV'min dogal konukcgulari olan seftali, erik, kayisi ve badem
DNA'’lar1 ¢apraz reaksiyonun varligi agisindan test edilmistir.

Minimum c¢ogalabilen niikleik asit miktarinin tespiti amciyla RNA
izolasyonundan elde edilen PPV-D RNA’s1 duyarlilik ¢alismalarinda kullanilmastir.
Bu amacla 10 ng/ul konsantrasyondan baslayarak baslayarak 6 farkli diliisyon
serisi elde edilmistir. Elde edilen diliisyon serileri hem kolorimetrik hem de gergek
zamanli reaksiyonlarda kullanilmak suretiyle kitlerin hassasiyeti aragtirilmistir. Her
iki kitle de amplifiye olan minimum niikleik asit miktar1 yaklasik olarak
belirlenmistir. Reaksiyon sonuglar1 ¢iplak goézle ve real-time PCR cihazinda
gozlemlenerek degerlendirilmistir.

Buna ilaveten Bolu Abant Izzet Baysal Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki
Koruma Bo6liimii Viroloji Laboratuvari izolat havuzundan segilen ve PPV-D, M ve
T wklar ile bulasik oldugu bilinen ornekler iki tekerriirlii olacak sekilde tespit

performans reaksiyonlarina alinmistir.
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3. BULGULAR

3.1. RT-LAMP Baslangi¢ Test Bulgular

Baslangi¢ reaksiyonu icin 10 ng/pL PPV-D RNA’s1 kullanilmis, kit
tarafindan temin edilen pozitif ve negatif kontroller hem kolorimetrik hem de
gercek zamanli RT-LAMP reaksiyonlarina dahil edilmistir. Baslangi¢ reaksiyonu
sonucunda yaklasik 55 dk siire sonunda temin edilen kitin pozitif kontroltinde, 60
dk sonunda ise PPV-D RNA’sinin yer aldig1 tiipte pembeden sariya renk degisimi
oldugu gozlenmistir (Sekil 3.1a). Ayrica pozitif amplifikasyonu dogrulayan
merdiven benzeri bant goriintiisi olusumu agaroz jel elektroforezi ile
dogrulanmistir (Sekil 3.1b). Buna ilaveten baslangi¢ reaksiyonu bulgularma gore
gercek zamanli RT-LAMP sonucunda ise pozitif amplifikasyonu isaret eden doyum
egrileri yaklagik 20. dakikada kiti tarafindan temin edilen pozitif kontrolde ve 22.
dakikada ise PPV-D ile enfekteli 6rnekte doyum egrilerinin olustugu gozlenmistir
(Sekil 3.1c). Bu bulgulara gore kolorimetrik test kitinin 60 dk’da renk degisimini
miimkiin kildigi, gercek zamanli test kitinin ise 22 dk siire sonucunda PPV-D ile

bulasik 6rnekte amplifikasyona olanak tanidig1 sonucuna ulagilmaktadir.
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Sekil 3.1. Baslangig LAMP reaksiyonu bulgular. a. 65 °C> de 60 dk inkubasyon siiresi ile
baslangic reaksiyonu sonucunda kolorimetrik teste yonelik gorsel degerlendirme b. Agaroz jel
elektroforezi goriintiisii ve pozitif 6rneklerde merdiven benzeri bantlagsma c. Gergek zamanli RT-
LAMP sonucunda 20 ve 22. dakikada amplifikasyona isaret eden doyum egrileri (1; kit pozitif
kontrol, 2; PPV-D RNA’s1, 3. kit negatif kontrol).
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3.2. RT-LAMP Tam Kitlerinin Spesifiklik ve Duyarlilik Analiz Sonuglari

Kullanilan izotermal tan1 kitlerinin spesifikliginin test edilmesi amaciyla
PPV-D ile enfekteli 6rnege ilaveten, seftali, erik kayisi, badem DNA’s1 ile
birlikte PDV ve PNRSV RNA’lar1 da 65 °C de 60 dk’lik reaksiyona alinmistir.
Inkubasyon siiresinin sonunda PPV-D RNA’smin yer aldig1 tiip disinda
herhangi bir renk degisimi olusmamis (Sekil 3.2a), ayrica ger¢gek zamanli RT-
LAMP ile de sonuglarin ortiistiigli goriilmiis ve PPV-D disinda herhangi bir
doyum egrisine rastlanilmamistir (Sekil 3.2b). Ayrica istenmeyen
amplifikasyona yonelik herhangi bir bantlagsma goriilmemistir (Sekil 3.2c). Bu
bulgulara gore gelistirilen test kitlerinin PPV amplifikasyonu i¢in oldukg¢a
spesifik basarili oldugu ve herhangi bir capraz reaksiyon gostermedigi

sonucuna ulasilmaktadir.
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Sekil 3.2. Gelistirilen kitlerin spesifiklik analizleri. a. 60 dk’lik reaksiyon sonucunda PPV-D
RNA’smin yer aldig1 1 no’lu tiipte gdzlenen renk degisimi, b. Ger¢ek zamanli LAMP ile PPV-
D ile enfekteli 1 no’lu Ornekte gorillen amplifikasyona yonelik doyum egrisi, c.
Amplifikasyonlar1 dogrulayan agaroz jel elektoforezi goriintiileri (2; seftali DNA, 3; erik DNA,
3; kayis1 DNA, 4; badem DNA, 5; PNRSV RNA, 6; PDV RNA, 7; Kit negatif konrol, 8; Su
kontrol. Gergek zamanli RT-LAMP testi 2 tekerriirlii yiirtitiilmiistiir).

Gelistirilen tan1 kitlerinin tespit diizeylerinin belirlenebilmesi amaciyla
olusturulmus ve 10-10° ng/uL araliginda ayarlanan seyreltme serilerinin
reaksiyona alinmasi ile kolorimetrik reaksiyon sonucunda 10™* ng/uL PPV
RNA’sinin bagarili bir sekilde amplifiye edilebildigi goriiliirken (Sekil 3.3a),
gercek zamanli RT-LAMP testinde ise 10° ng/pL yogunlugunda kullanilan
ornekte bir amplifikasyon olustugu tespit edilmistir (Sekil 3.3b). Ancak
kullanilan RNA miktar1 diistiikce ozellikle gercek zamanli kitin doyum
egrilerinin daha ge¢ olustugu goriilmiistiir. Ayrica istenmeyen amplifikasyona

yonelik herhangi bir bantlasma goériilmemistir (Sekil 3.3c). Buna ilaveten
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kolorimetrik reaksiyon bulgularindaki renk degisiminin RNA yogunlugu
diistiikce daha zor ayirt edilebildigi gézlenmistir. Bu bulgulara gore kullanilan
tan1 kitlerinin 10 ve 10 ng/pL’a kadar PPV RNA’sin1 basarili bir sekilde

amplifiye edebildigi sonucuna ulasilmaktadir.
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Sekil 3.3. Kullanilan tan: kitlerinin hassasiyet diizeyleri. A. Kolorimetrik reaksiyonda olusan
amplifikasyonlara ait gorsel, b. Gergek zamanli kit ile elde edilen doyum egrileri. c.
Amplifikasyonlara ydnelik agaroz jel goriintiileri (Sirasiyla 1-8 aras1 10-10 diliisyon serileri
kullanilmis olup, ger¢ek zamanli RT-LAMP testinde 6rnekler iki tekerriirlii alinmistir).

3.3. Izotermal tam kitlerinin PPV’nin ii¢ irki ile bulasik érneklerde test
edilmesi

Bolu Abant izzet Baysal Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma
Boliimii Viroloji Laboratuvari’nda bulunan izolat havuzundan secilen ve PPV-D,
M ve T irklar ile bulasik oldugu bilinen 3 RNA 6rnegi iki tekerriirlii olacak sekilde
reaksiyona alimmustir. 65 °C’de 60 dk siire ile yiiriitiilen kolorimetrik RT-LAMP
reaksiyon sonucuna gore PPV nin 3 1rki da basarili bir sekilde amplifiye edilmistir
(Sekil 3.4a). Ayrica ger¢ek zamanlit RT-LAMP analiz bulgular1 sonucunda da her
ik igin 22 dk’lik reaksiyon siiresi sonucunda ger¢cek zamanli amplifikasyona
yonelik doyum egrilerinin olustugu goriilmektedir (Sekil 3.4b). Amplifikasyonu
dogrulayan jel goriintiileri elde edilmistir (Sekil 3.4c). Bu bulgulara gore gelistirilen
izotermal tan1 kitlerinin PPV’nin Tiirkiye’de yaygin olarak goriilen D, M ve T

rklar1 i¢in basarili bir tespit protokolii oldugu sonucuna ulasilmaktadir.
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Sekil 3.4. PPV-D (1 ve 2), M (3 ve 4) ve T (5 ve 6) rklarmin gelistirilen izotermal tam kiti ile
tespiti a. kolorimetrik reaksiyon sonucu ii¢ 1rk i¢in gézlenen renk degisimi, b. Gergek zamanl
LAMP testi ile gbzlemlenen doyum egrileri, c. agaroz jel elektroforezi goriintiileri, 7,kit negatif
kontrol, 8, su kontrol).
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4. TARTISMA

Bu tez calismas: Prunus tdrlerinde dnemli bir viral sorun olarak uzun
yillardir cesitli arastirmalara konu olan PPV, yani Sarka’nin izotermal tani
yontemleri kullanilarak tespitini igermektedir. Viriis, dogal olarak kayisi, seftali,
badem, erik ve kiraz gibi sert cekirdekli meyve tirlerini enfekte edebilmekte ve
iiretim materyali vasitasi ile genis alanlara kolaylikla yayilabilmektedir. Viriisiin
1917 yilinda yapilan ilk tespitinden bu yana farkli tilkelere yayildigina dair birgcok
arastirmaya literatiirde rastlamak miimkiindiir (Atanassov, 1932; Levy vd., 2000;
Thompson vd., 2001; Spiegel vd., 2004; Navratil vd,. 2005; Zotto vd., 2006;
Gurcan, 2016; Giircan ve Ceylan 2016). Ik tespitin iizerinden bir asir gegmesine
ragmen, PPV yayilimi artmaya devam etmektedir. Virtistin kontroli i¢in hala global
ve Ulkesel Olcekte karantina ve eradikasyon uygumalalari uygulanmaya devam
etmektedir (Akbas vd., 2023). Bu durum PPV’i hala 6nemli bir sert ¢ekirdekli viral
hastalig1 pozisyonunu korumasina yol agmakta ve hala bir ¢cok arastirmaya konu
edinilmesine neden olmaktadir. PPV’nin global ve Tiirkiye 6zelindeki mevcut
durumu ve dnemi bu tez ¢calismasina konu edinilmesine neden olmustur.

PPV tespitinde glinimiize kadar c¢esitli yontemlerin uygulandig
bilinmektedir. Bu yontemler arasinda biyolojik indeksleme (Akbas vd., 2011),
ELISA, PCR ve sekanslama yontemlerinin kullanildigina dair ¢esitli eserler
mevcuttur (Gircan ve Ceylan 2016, Akbas vd., 2023). Varga ve James’in (2006),
PPV tespiti icin RT-LAMP prosediiriinii gelistirdigi ve D, M, EA, C ve W gibi bes
PPV izolatin1 RT-LAMP yontemi ile tespit ettigi bildirilmistir. Ayrica Hadersdorfer
vd. (2011), Varga ve James’in gelistirdigi yontemi Blue LAMP ile modifiye ederek
enfekte bitki dokularindan alinan PPV siispansiyonlarina uyguladig: belirtilmistir.
Bu calismalara ek olarak Tiirkiye’de PPV havuzunda onemli bir yogunlukta
bulunan PPV-T i¢in klasik LAMP yontemleri {lizerine arastirmalar yiiriitiilmiistiir
(Celik ve Ertung, 2021). Yukarida bahsedilen PPV’nin izotermal tespit
caligmalarinin konu edinildigi calismalar, reaksiyon i¢in disaridan primer setlerinin
hazirlanmasini, optimize edilmesini ve agaroz jel elektororezi uygulamalarinin
zorunlu kilindig1 aragtirmalar olarak 6n plana ¢iktig1 goriilmektedir. Yapilan bazi
arastirmalar, bir LAMP reaksiyonu hazirlanirken ve sonuglar1 degerlendirilirken
reaksiyon bilesenlerinin az ve sade olmasim1 ve tek-tlpte-degerlendirme

uygulamalarinin  yapilmasinin  yanlig-pozitif sonug¢ verebilme ihtimallerini
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diisiirdiigiinii gdstermektedir (Sarkes vd., 2020; Celik ve Morca, 2021; Golabi vd.,
2021; Lalli vd., 2021; Peltzer vd., 2021) . Bu husus sade, kullanima hazir ve pratik
uygulamalar1 LAMP reaksiyonlari i¢in tercih sebebi kilmaktadir. Bu ¢aligmada, bu
husus ile uyumlu olacak sekilde yukarida bahsedilen ¢alismalardan farkli olarak ilk
kez kullanima hazir kolorimetrik ve gercek zamanl tespite olanak taniyan olmak
tizere iki adet izotermal tan1 kitinin PPV tanisindaki performansi arastirilmistir. Bu
calismaya konu olan izotermal tani kitleri mevcut izotermal yontemlerden bagimsiz
olarak biinyesinde 6zel primer setlerini de icermesinin verdigi bir avantaj ile direkt
PPV RNA’sim1 reaksiyona almak suretiyle oldukca pratik bir tespit yontemi olarak
dikkat cekmektedir.

Kullanima hazir tani kitlerinin gelistirilmesi ve validasyon siireglerine
yonelik farkli organizmalar ile yapilan cesitli arastirmalara rastlamak miimkiindiir
(Cook vd., 2015; Kaarj vd., 2018; Moehling vd., 2021; Jawla vd., 2023). Bitki
patolojisinde kullanima hazir izotermal tani kitlerinin sayisinin olduk¢a smnirl
oldugu bilinmektedir. Bilgimiz dahilinde literatiirde AmplifyRP® Acceler8® adi
verilen bir PPV izotermal gergek zamanl tani kitinin (ACS 31505/0008) varligina
yonelik bilgiler bulunmaktadir. Ancak bu calisma kapsaminda ilgili iiriin temin
edilemedigi i¢in performans karsilastirmasi yapilamamastir.

Stiphesiz ~ spesifiklik c¢aligmalar1  tim yOntemlerin  giivenirliginin
kanitlanmasi i¢in 6nemli bir siliregtir. Bu ¢alismada kullanilan izotermal tani kitleri
PPV icin basarili bir amplifikasyona olanak saglarken, ¢apraz testlerde kullanilan
potansiyel konukc¢u genomlarinda ve ortak enfeksiyon sergileyebilen viriisler ile
etkilesim sergilememistir. Bu durum gelistirilen tan1 kitlerinin PPV’e spesifik
oldugunu gostermektedir. LAMP yontemi Notomi vd. (2000) tarafindan
gelistirildigi giinden bu yana olduk¢a hedefe spesifik bir tan1 yontemi olarak
kullanilmaktadir. Bitki virolojisinde yiiriitiilen ¢esitli LAMP ¢alismalarinin hedef
organizmaya yoOnelik oldugu ve capraz istenmeyen pozitif amplifikasyonlara yol
acmadigini gosteren ¢esitli ¢alismalar mevcuttur (Celik ve Ertung, 2021, Celik ve
Morca, 2021, Celik vd., 2024). Bu calisma kapsaminda elde edilen spesifiklik
bulgular1 bahsi gecen caligmalar ile benzerlik gostermekte ve LAMP tekniginin
gelistirilme amacina uygun bulgular barindirmaktadir.

Bir teshis protokoliiniin tespit diizeyi hassasiyetinin yliksek olmas1 beklenir.
Bu ¢alismada, arastirmaya konu edinilen kolorimetrik ve gercek zamanli tani

kitlerinin sirastyla 10* ve 10° ng/uL PPV RNA’s1 tespit hassasiyeti yakalayarak
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bu hususta istenen degerlere ulastig1 degerlendirilmektedir. Arastirma bulgularimiz
ile uyumlu bir sekilde literatiirde izotermal tani yontemlerinin, alternatif olarak
sunulan farkli yontemlere gére daha yiiksek hassasiyete sahip oldugunu gosteren
gesitli arastirmalara rastlamak miimkiindiir (Zhao vd., 2015; Suzuki vd., 2016;
Iftikhar vd., 2020; Sarkes vd., 2020; Stehlikova vd., 2020). Elde edilen bu
bulgularin bu c¢alismada kullanilan izotermal tan1 kitlerinin oldukca yiiksek tespit
hassasiyetine sahip oldugunu gostermektedir.

Giclii bir hassasiyet barindirmasi ve hedefe spesifik olmasinin yani sira bir
protokoliin hedef organizma i¢in kapsayict olmasi da istenen bir ozelliktir. Bu
calismada kullanilan izotermal tani kitleri Tiirkiye’de bulunan PPV-M, D ve T
rklart i¢in bagarili bir amplifikasyona olanak tanimistir. Elde edilen bulgular PPV
ile ilgili yapilan daha onceki caligmalar ile benzerlik gostermektedir (Varga ve
James, 2006; Hadersdorfer vd., 2011; Celik ve Ertung, 2021). Bu kapsayiciliga
olanak taniyan faktdriin virtisiin kilif protein bolgesinin tani i¢in hedef bolge olarak

secilmesinden kaynaklandig1 degerlendirilmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tezde, Tirkiye’de yaygin olarak bulunan PPV wrklarinin izotermal
kosullar altinda tanisina yonelik gelistirilen kolorimetrik ve ger¢ek zamanli tani
kitlerinin performanslari incelenmistir. DOSA Bilgi ve Bilisim Teknolojileri Ltd.
Sti. tarafindan yerli olanaklarla gelistirilen bu tani kitleri, PPV'nin hizli ve hassas
tespiti i¢in pratik bir yontem sunmus, diisik maliyetli ve yiliksek donanim
gerektirmeyen bir alternatif olarak on plana ¢ikmistir. Arastirmada, kolorimetrik ve
gercek zamanl kitlerin sirasiyla 10 ve 10™ ng/uL PPV RNA’sii tespit edebilme
hassasiyeti sagladigi gozlemlenmistir. Ayrica, 65 °C’de 60 dakikada basarilt bir
amplifikasyon saglanirken, capraz testlerde potansiyel konuk¢u genomlar1 veya
diger ortak enfeksiyon gosteren viriislerle etkilesim gostermedigi tespit edilmistir.
Tiirkiye’de yaygin olarak bulunan PPV-M, D ve T wrklarinin etkin bir sekilde
amplifiye edilebilmesi, bu kitlerin Tarkiye icin uyumlu ve etkin bir ¢6zim
sundugunu desteklemektedir. Bu sonuglar 1s1¢81nda su 6neriler sunulabilir:

1. Kolorimetrik ve gercek zamanli izotermal tami kitleri, PPV tarama
programlarinda hizli ve maliyet-etkin bir ara¢ olarak kullanilabilir. Bu
kitlerin, 6zellikle diisiik laboratuvar donanimina sahip alanlarda ve saha
kosullarinda uygulanmasi tesvik edilmelidir.

2. Basarnyla gelistirilen ve optimize edilen bu izotermal tan1 platformunun,
diger 6nemli bitki virlislerinin tespitine uyarlanmasi, Tlirkiye ve benzeri
tarim bolgelerinde viral hastaliklarin kontrolii i¢in stratejik bir avantaj
saglayabilir.

3. Kitlerin farkli bolgelerdeki saha kosullarinda dogrulama ve kalibrasyon
calismalarinin yapilmasi, kitlerin dogrulugunu artirmak ve yaygin
kullanimin1 desteklemek i¢in 6nemlidir.

4. Ogzellikle bitki virolojisi alaninda ¢alisan teknik personelin izotermal tani
yontemleri konusunda egitilmesi, kitlerin etkin kullanimini artirabilir. Bu
baglamda, ilgili kamu kurumlarn ve 6zel sektor isbirligi ile egitim
programlar1 diizenlenebilir.

5. Bu oneriler dogrultusunda, PPV ve diger bitki patojenleriyle etkin
miicadelede yerli izotermal tani kitlerinin gelistirilmesi, Tirkiye’ nin

tarim ekonomisine katki saglayacak dnemli bir adim olacaktir.
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