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Bitki Patojeni Fungusların Tespitinde Polimeraz Zincir Reaksiyonu’na Dayalı Bazı Moleküler Teknikler 

Gülsüm PALACIOĞLU1*, Göksel ÖZER2, Harun BAYRAKTAR1 

ÖZET: Kültür bitkilerinde ciddi kayıplara neden olan hastalık etmenleri içerisinde bitki patojeni funguslar 

önemli bir grubu oluşturmaktadır. Bu patojenlere karşı etkin mücadele yöntemlerinin geliştirilmesi ve neden 

oldukları ürün kayıplarının en aza indirilmesi için doğru ve hızlı bir şekilde tespit edilmesi en önemli adımdır. 

Bu kapsamda fungal patojenlerin klasik tespitinde kullanılan morfolojik karakterlere dayalı yöntemler 

değişkenlik göstermekle birlikte uzun zaman almakta ve taksonomik açıdan deneyimli personel gerektirmektedir. 

Bu nedenle bitki patojenlerinin tespiti için çok sayıda moleküler teknik geliştirilmiş ve epidemiyolojik 

çalışmalarda, karantina uygulamalarında, tohum sertifikasyonunda, ıslah programlarında ve fungisit direnci 

tespitinde yaygın olarak kullanılmaktadır. Bu çalışmada da bitki patojeni fungusların tespitinde yaygın olarak 

kullanılan polimeraz zincir reaksiyonuna dayalı bazı moleküler teknikler (Loop aracılı izotermal amlifikasyon, 

manyetik yakalama hibridizasyon, floresan in situ hibridizasyon, yeni nesil dizileme, Real Time PCR) hakkında 

bilgi verilmesi amaçlanmıştır. Bitki patojeni fungusların neden olduğu ekonomik kayıpları azaltmak amacıyla 

fitopatolojik çalışmalarda moleküler yöntemlerin daha etkin kullanılmasına katkı sağlayacağı düşünülmektedir.  

Anahtar Kelimeler: Fungal patojenler, LAMP, (MCH)-PCR, moleküler tanımlama, Real Time PCR  

Some Molecular Techniques Based on Polymerase Chain Reaction in Detection of Plant Pathogen Fungi  

ABSTRACT: Fungi are an important group of plant pathogens and cause devastating losses in cultivated plants. 

Accurate and early detection of plant pathogens is the first important step for reducing yield losses caused by the 

pathogens and developing the effective disease control methods. The characteristics used in classical 

identification of fungal pathogens are very variable and these methods based on the morphological characteristics 

are time consuming and require taxonomical expertise. Thus, many molecular techniques have been developed 

for the identification of determination of plant pathogens and used widely in surveys, epidemiological studies, 

plant quarantine, seed certification, breeding programs, and fungicide resistance. The aim of this study was to 

provide detailed information about routinely used developed molecular techniques based on PCR (loop mediated 

isothermal amplification, magnetic capture hybridization, fluorescent in situ hybridization, next genaration 

sequencing, Real-time PCR i.e.) in identification and determination of plant pathogen fungi. These results will 

contribute to the more effective use of these molecular methods in phytopathological studies and the development 

of innovative methods for reducing economic losses caused by plant pathogenic fungi. 
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GİRİŞ 

Funguslar, ekosistemdeki en büyük ökaryotik çeşitliliğe sahip bitki patojen grubudur. Doğada 

yaklaşık 1.5 milyon fungus türü olduğu bilinmekte ve bunların 20 binden fazlası bitkilerde enfeksiyon 

oluşturmaktadır (Hawksworth, 2001). Bitki patojeni fungusların neden oldukları ekonomik kayıpların, 

çevreye ve insan sağlığına verdiği zararın en aza indirilmesi için etkin mücadele yöntemlerinin 

geliştirilmesi kaçınılmazdır. Bu nedenle, patojenlerin doğru ve hızlı bir şekilde tespit edilmesi 

gerekmektedir (Garrido ve ark., 2012). Bu amaçla türlerin tespitinde genellikle kültürel koşullar dikkate 

alınarak oldukça değişkenlik gösteren morfolojik özellikler takip edilmektedir. Bu yöntemler uzun 

zaman almasının yanı sıra miselyum pigmentasyonu, konidi şekil ve büyüklükleri gibi kültürel 

karakteristiklerin substrat tipi ve inkübasyon koşullarından etkilenmesinden dolayı her zaman güvenilir 

sonuçlar vermemektedir. Ayrıca konusunda uzmanlaşmış deneyimli personel gerektirmesi de bir diğer 

dezavantajı olarak görülmektedir (Capote ve ark., 2012). Bu nedenle son yıllarda hastalık etmenlerinin 

tespiti ve tanısı amacıyla farklı yöntemler üzerinde yoğun araştırmalar gerçekleştirilmiş ve geliştirilen 

moleküler yöntemler hastalıkların teşhisinde geniş bir kullanım alanı bulmuştur (Martin ve ark., 2004). 

Moleküler yöntemlerin başında gelen Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile hızlı, hassas ve 

güvenilir sonuçlar elde edilmektedir. Yöntem, birçok etmen içerisinden tek bir hedef molekülü tespit 

edebilme imkânı sunmakta, klasik yöntemlere göre önemli derecede zaman kazandırmaktadır. Patojenin 

hedef DNA’sının in vitro koşullarda enzimatik olarak amplifikasyonuna dayanan yöntem, 1985 yılında 

Kary B. Mullis tarafından geliştirilmiştir (Mullis ve ark., 1986). Düşük miktarlardaki DNA’nın 

enzimatik olarak çoğaltılarak çok sayıda kopyası elde edilmekte ve farklı görüntüleme yöntemleri ile 

incelenmektedir. Normal bir PCR reaksiyonu farklı sıcaklıklarda, 3 aşamada (ayrılma (denatürasyon), 

bağlanma (anneling) ve uzama (extension)), 25-50 döngü arasında gerçekleşmektedir. PCR 

özgüllüğünü, primerlerin özgünlüğü belirlemekle birlikte bağlanma sıcaklığı, polimeraz enziminin 

miktarı ve işlevi, primer konsantrasyonu gibi etkenler de PCR reaksiyonunu etkilemektedir. Bitki 

patojenlerinin tespitinde klasik PCR yöntemi yaygın olarak kullanılmakla beraber moleküler 

tekniklerdeki gelişmelere bağlı olarak çok sayıda PCR’a dayalı yöntem geliştirilmiş ve fungal etmenlerin 

tespitinde kullanım olanağı bulmuştur. Bu çalışmada bitki patojeni fungusların tespitinde kullanılan 

PCR’a dayalı yöntemlerden, Real Time PCR, manyetik yakalama hibridizasyon (Magnetic capture 

hybridisation; MCH-PCR), Florosen in situ hibridizasyon (Fluorescence in Situ hybridization; FISH), 

Loop aracılı izotermal amplifikasyon (Loop-mediated isothermal amplification; LAMP), DNA array 

hibridizasyon ve yeni nesil dizileme (Next Genaration Sequencing; NGS) teknolojilerinden 

bahsedilmektedir. 

Real Time PCR  

Real Time PCR, hedef DNA’nın miktarında zaman içerisinde meydana gelen değişimi kesin ve 

hassas bir şekilde tespit edebilen kantitatif analiz yöntemidir. Yöntemde, her döngü sonrasında oluşan 

ışıma eş zamanlı olarak kaydedilerek araştırılan biyolojik örneğin miktarındaki değişimler floresan 

ışımalar aracılığıyla görüntülenebilmektedir. Hedef bölgenin amplifikasyonu eksponensiyel faz, lineer 

faz ve plato faz olmak üzere 3 temel fazda oluşmakta ve doğrusal olarak gözlemlenebilmektedir (Şekil 

1). Eksponensiyel faz, floresan ışıma miktarının ilk anlamlı artış olan eşik değerine ulaştığı noktadır. Bu 

noktaya eş değer olan döngü sayısı eşik değeri döngüsü (Cq, Ct) olarak adlandırılmaktadır. Bu nokta 

hedef bölgenin amplifikasyonun başladığını göstermekte ve analiz sonuçlarının hesaplanmasında 

kullanılmaktadır. Cq değeri hedef DNA’nın başlangıç miktarı ile doğru orantılı olması nedeniyle 

başlangıçtaki hedef DNA miktarı ne kadar fazla ise eksponensiyal faz o kadar erken başlamakta ve PCR 

ürünlerinin artışı ile sinyal üretimi doğru orantılı olarak çoğalmaktadır. Bu aşamada PCR ürünleri her 
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döngüde iki katına çıkar ve reaksiyon etkinliği %100 olarak tüm reaksiyon bileşenleri aktif olarak 

kullanılmaktadır. Lineer fazda reaksiyon yavaşlayarak PCR ürünleri degrede olmaya başlar, plato fazda 

ise reaksiyon sonlanarak yeni ürün oluşmamaktadır. PCR reaksiyonunun verimi (efficiency), slope ve 

R2 değerleri ile değerlendirilerek %90-%100 (–3.6>slope değeri>3.1) arasında olması beklenmektedir 

(Anonim, 2014; Anonim, 2016). Ayrıca erime eğrisi (melting curve) analizi ile erime sıcaklığı 

grafiklerinden yararlanılarak spesifik olmayan bağlanmalar tespit edilmektedir. Bu kapsamda PCR 

ürünlerinin aynı erime sıcaklığına sahip olması beklenerek oluşan farklı sıcaklıklar ile dimer oluşumları 

veya bulaşmalar tespit edilmektedir (Şekil 1) (Anonim, 2014). Bununla birlikte yüksek çözünürlüklü 

erime eğrisi (High Resolution Melting; HRM) yöntemi ile de 65°C’den 95°C’ye kadar her 0.5°C’lik 

artışta floresan sinyalindeki değişimler ile örneğin tespiti ve analizi de melting eğrisinin şekli ve 

pozisyonuna göre yapılabilmektedir (Ririe ve ark., 1997). Real time PCR yönteminde, mutlak (absolute) 

ve bağıl (relative) olmak üzere iki adet kantifikasyon yöntemi bulunmaktadır. Mutlak kantifikasyonda, 

test örnekleri farklı oranlarda seyreltilen bir dilüsyon serisine ait standart eğri kullanılarak 

belirlenmektedir. Bağıl kantifikasyonda ise araştırılan genin miktarı normalizasyon için kullanılan başka 

bir gen ile kıyaslanarak (korunmuş gen) belirlenmektedir.  

 
Şekil 1. qPCR faz göstergesi (A), erime eğrisi analizi (B) (Anonim, 2016) 

Real time PCR ‘da iki temel floresan sistemi ile tespit yapılmaktadır. Bunlar DNA’ya bağlanabilen 

ajanlar (SYBR Green, EvaGreen, SYTO boyalar vb.) ile tespit ve sekansa spesifik problara dayalı tespit 

yöntemleridir. DNA’ya bağlanan ajanlar arasında SYBR Green (2-[N-(3-dimethylaminopropyl)-N-

propylamino]-4-[2,3-dihydro-3-methyl-(benzo-1,3-thiazol-2-yl)-methylidene]-1-phenylquinolinium) 

en yaygın kullanılanıdır. Ortamda tek başına bulunduğunda floresan ışıma yapamazken, çift sarmal 

DNA’ya bağlandığında ışıma meydana gelmektedir. Bu kapsamda PCR reaksiyonunda her döngü 

sonucunda oluşan ürün, boyanın verdiği floresan ışıma ile izlenebilmektedir. Diğer tespit 

yöntemlerinden daha ucuz olmasına rağmen hedefe özgü diziye sahip olmadığından dolayı ortamdaki 

tüm çift sarmal DNA’lara bağlanarak yanlış pozitif sonuçlar vermesi en önemli dezavantajı olarak 

görülmektedir (Anonim, 2014; Mirmajlessi ve ark., 2015).  

Sekansa spesifik problara dayalı tespitte ise TaqMan™, moleküler boncuk, Scorpion® gibi farklı 

prob teknolojileri bulunmaktadır. Bunlardan en yaygını TaqMan™ problar olup, en yüksek sinyali veren 

prob sistemidir. Probun 3’ucunda söndürücü molekül (quencher), 5’ucunda muhbir molekül (reporter) 

bulunmakta ve 25-30 nükleotid uzunluğunda hedefe spesifik sekanslardan oluşmaktadır. Muhbir 

molekül, ışık enerjisini absorbe eden bir moleküldür ve uyarıldığı durumda harekete geçmektedir. Hedef 

sekans bulunmadığında söndürücü, muhbirdeki enerjiyi dağıtarak ışımanın meydana gelmesini 
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engellemektedir. Hedef sekansın miktarını ölçmek için Taq DNA polimerazın 5’ ekzonükleaz 

aktivitesini kullanmaktadır. Hedef DNA’ya öncelikle TaqMan™ problar ardından primerler bağlanmakta 

ve Taq polimeraz ile uzama gerçekleşmektedir. Taq polimerazın 5’ ekzonükleaz aktivitesi sayesinde 

proba bağlı muhbir molekül kesilerek floresan açığa çıkmaktadır (Şekil 2A) (Anonim, 2014; Anonim, 

2016).  

Diğer bir prob sistemi olan moleküler boncuk ise bir sap ve saç tokası yapısından oluşan tek sarmal 

oligonükleotit problardır. Saç tokası yapısı hedef sekansa spesifik, sap kısmının iki ucu ise birbirinin 

komplementeri olarak dizayn edilmektedir. Probun 5’ ucunda muhbir molekül, 3’ ucunda söndürücü 

molekül bulunmaktadır. Toka yapısındaki prob sekansı hedef nükleik asit sekansına bağlandığında 

boncuğun uç kısımlarındaki muhbir ve söndürücü ayrılarak hedefe hibridize olmakta ve floresan ışıma 

meydana gelmektedir (Şekil 2B). Muhbir molekül olarak FAM, TAMRA, TET, ROX; söndürücü 

molekül olarak DABCYL en çok kullanılan boyalardır. Proba uygun hedef sekans olmadığında toka 

kapalı kalarak floresan ışınım gözlenmemektedir. Saç tokası yapısı PCR boyunca bozulmaz ve her 

döngüde hedef sekansa bağlanarak ışıma meydana getirmektedir (Anonim, 2014; Mirmajlessi ve ark., 

2015).  

Akrep (Scorpion) problar ise spesifik prob sekansına kovalent olarak bağlı olan, bir ucunda muhbir 

diğer ucunda söndürücü molekül bulunan saç tokası şeklindeki iki fonksiyonlu primerlerdir. 5’ ucunda 

bulunan akrep primer PCR engelleyici olarak hedefi olmayan sekans içermektedir. Bu yapı muhbir 

molekülü söndürücü molekülün yakına getirerek floresanı önlemektedir. Hedef sekans olmadığında 

söndürücü, muhbir tarafından yayılmış floresanı absorbe etmektedir. Primer-prob ve hedef bölge 

arasında bağlanma oluşur oluşmaz akrep primer, PCR ürününü toplayarak, kuyruk kıvrımlarındaki prob 

sekansı hedef sekansla hibridize olmak için dönmektedir. Amplifikasyon, muhbir ve söndürücü 

molekülü ayırarak floresan ışıma yaymaya neden olan saç tokası yapısını çözmektedir (Şekil 2C). Akrep 

problar, 5’ PCR primerinin ve probun işlevini birleştirerek moleküler boncuklara göre daha etkili sonuç 

vermektedir (Didenko, 2001). 

Real time PCR reaksiyonun etkinliği ve özgünlüğü için doğru primer ve prob seçimi oldukça 

önemlidir. Etkinliği yüksek primer ve prob için DNA’nın 3’ ucundaki baz spesifikliği dikkate 

alınmaktadır (Fredslund ve Lange 2007, Schena ve ark., 2013). Yüksek etkinlik ve hassasiyet ile 

optimum 70-200 baz çifti (bç) aralığındaki fragmentlerin çoğaltılmasına olanak sağlamaktadır (Garrido 

ve ark., 2009). Hedef bölge, dalga boyu emisyonu ve amplifikasyon büyüklük farkı ile belirlenmektedir 

(Okubara ve ark., 2005). Amplifikasyon ürününün büyüklüğü uygun ise klasik PCR’da kullanılan 

primerler Real time PCR için de kullanılabilmektedir. Primer ve problar, Primer Express (PE Applied 

Biosystems, USA), Primer3 (Whitehead Institute, USA), Clustal X (Version 2.0) ve Beacon designer 

(PREMIER Biosoft International, USA) gibi programlarda PCR yöntemlerine uygun bir şekilde 

tasarlanabilmektedir. Yöntem, başta önemli karantina etmenleri olmak üzere birçok fungal patojenin 

tespitinde geniş bir kullanım alanı bulmuştur. Bu kapsamda çok sayıda patojenin tohum, yaprak ve gövde 

gibi farklı bitki dokularından tespit edilmesine olanak sağlamıştır (Bonants ve ark., 2004; Bilodeau ve 

ark., 2007; Zouhar ve ark., 2010; Bayraktar ve ark., 2016). Bitki patojenlerinin tespitinin yanı sıra tek 

nokta mutasyonlarının belirlenmesi, metilasyon tespiti, SNP analizi, DNA hasarı belirleme, kromozom 

bozukluklarının tespitinde de yaygın olarak kullanılmaktadır. 
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Şekil 2. TaqMan™ prob ile tespitin şematik gösterimi (A); Moleküler boncuk ile tespitin şematik gösterimi (B); Akrep 

(Scorpion) prob ile tespitin şematik gösterimi (C) (Anonim, 2020a, 2020b; Kuang ve ark., 2017) 

Floresan in Situ Hibridizasyon (FISH) 

Floresan in situ hibridizasyon (Fluorescence in Situ hybridization; FISH),  patojenlerin ribozomal 

RNA bölgelerini hedef alan spesifik probların kullanımı ile kültüre alınmadan doğrudan floresan veya 

konfokal mikroskop ile tanımlanmasını sağlayan bir yöntemdir. Spesifik ve duyarlı olmasının yanı sıra 

kısa sürede tür düzeyinde ayrım yapmaya olanak sağlamaktadır (Amann, 1995). Yöntemin en büyük 

avantajlarından birisi nükleik asit dizilerini hücre bütünlüğü bozulmadan inceleme imkânı sunmasıdır. 

Hedef alınan bölgeye spesifik floresan işaretli problar, hücre içerisinde hedef gen ile hibridize olarak 

patojenin varlığı floresan mikroskopta tespit edilmektedir (Şekil 3) (Zwirglmaier, 2005; Amann ve ark., 

1995).  

 
Şekil 3. FISH ile tespitin şematik gösterimi ve mikroskopta görüntü elde edilmesi (Anonim, 2020c) 

A 

B 

C 
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Yöntem, fiksasyon, preparatların hazırlanması ve dehidratasyon, hibridizasyon, yıkama ve 

görüntüleme basamaklarından oluşmaktadır. Fiksasyonda probların hücre içerisine girebilmesi için 

uygun ortam hazırlanmaktadır. Bu işlem hücrenin morfolojik yapısını bozmamak, nükleik asitlerin 

korunmasını sağlamak ve probun hücreye girişini kolaylaştırmak için yapılmaktadır. Fiksasyon 

solüsyonu olarak genelde % 4’lük PFA kullanılmaktadır (Amann, 1995; Kempf, 2000). Fiksasyona tabii 

tutulmuş örnekler kuyucuklara koyularak preparatlar hazırlanmakta ve etil alkol içerisinde bekletilerek 

dehidratasyon gerçekleştirilmektedir (Amann, 1995). Hibridizasyonda ise türe spesifik oligonükleotit, 

polinükleotit, peptit nükleik asit (PNA), kilitli nükleik asit (LNA) gibi farklı problar kullanılmaktadır. 

Bunlardan en çok kullanılanı 15-25 nükleotit uzunluğundaki tek sarmal oligonükleotit problardır. 

Polinükleotit problar ise oligonükleotit problara göre çok daha hassas olup yüksek floresan vermesi 

nedeniyle zayıf sinyal üreten hücrelerde kullanılması tavsiye edilmektedir. Bununla birlikte PNA ve 

LNA probların nükleik asitlere bağlanma gücü oldukça yüksektir. PNA problar hem DNA’ya hem de 

RNA’ya bağlanabilirken, LNA problar sadece RNA’ya bağlanabilmektedir (Amann, 2008). 

Hibridizasyon, floresan işaretli prob ile hedef bölgenin uygun solüsyonlar içerisinde 

birleştirilmesiyle gerçekleşmektedir. Probun spesifikliği, hibridizasyon ısısı gibi faktörler bu aşamayı 

etkilemektedir. Optimum konsantrasyonda prob ve hibridizasyon solüsyonunun 1.5 saat bekletilmesiyle 

hedef patojen ile prob hibridizasyonu oluşmaktadır. Hibridizasyon ısısı nükleotidlerin çözülmesine göre 

değişmekle birlikte genel olarak 37-55°C arasında gerçekleşmektedir (Arnoldi ve ark., 1992). 

Hibridizasyonun ardından non-spesifik bağlanmaları ortadan kaldırmak için Tris HCl, 0,5 M EDTA, 

%10 SDS, 5M NaCl, distile su gibi solüsyonlar içerisinde 10-20 dakika kadar tutularak yıkama 

yapılmaktadır. Yıkama sonrasında preparatlar distile suyla yıkanıp kurutularak her örneğe floresan boya 

(DAPI-4',6-diamidino-2-phenylindole) konulup karanlıkta bekletilmektedir (Wagner ve ark., 2003). Son 

olarak kurutulan preparatların üzerinde bulunan kuyucuklara citifluor veya antifade gibi özel solüsyonlar 

damlatılarak, floresan mikroskopta görüntüleme yapılmaktadır. Mikroskopta görüntüyü elde edebilmek 

için kullanılan floresan boya filtre ile uyumlu olmalı, kullanılan prob sayısına göre tek prob için tekli 

filtreler, iki ve daha fazla işaretli problar için ikili veya üçlü filtreler kullanılmalıdır (Amann, 1995). 

Ayrıca hedef bölge, radyoaktif olmayan boyalarla veya radyoaktif izotoplarla işaretlenebilmektedir. 

Radyoaktif izotopların bazı dezavantajlarından dolayı daha çok radyoaktif olmayan Fluorescein 

isothiocyanate (FITC), Cyanine3 ve Cyanine5 gibi boyalar kullanılmaktadır (Amann, 1997). Kullanılan 

florofor boyalar, epiflüoresan mikroskop, flow sitometri veya konfokal lazer taramalı mikroskop 

aracılığıyla görüntülenmektedir. Epifloresan boyalarda görüntüleme yapmak için DAPI, FITC ve 

TRICH gibi filtreler kullanılmaktadır. Konfokal lazer taramalı mikroskop, epifloresan mikroskoba göre 

daha yüksek çözünürlük sağlayarak görüntü daha net elde edilmektedir.  

FISH, bitki dokusu içerisinde çok sayıda etmen arasından istenilen patojenin tespit edilebilmesini, 

patojenlerin kültüre alınmadan tanımlanmasını ve kültüre alınması zor olan veya yapay ortamda 

gelişmeyen bitki patojenlerinin incelenmesine imkan sunmaktadır (Kempf ve ark., 2000). Bu kapsamda 

bitki patojeni funguslar arasında önemli bir yer tutan, kök çürüklüğü ve geriye doğru ölüme sebep olan 

çok sayıda Phytophtora türü arasından Phytophthora cinnamomi, FISH yöntemi ile başarılı bir şekilde 

ayırt edilebilmiştir (Li ve ark., 2014). Diğer bir çalışmada, Ellison ve ark. (2016) krizantem japon beyaz 

pası etmeni Puccinia horiana fungusunun bitki dokusundaki gelişimini FISH ile izlemiş ve pas 

funguslarının morfolojisini, konukçu dokuda fungal gelişimlerini ve hayat döngülerinin belirlenmesi için 

yöntemin bir araç olarak kullanılabileceğini bildirmişlerdir. 
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Yeni Nesil Dizileme 

Yeni nesil dizileme (Next genaration sequencing; NGS) yöntemi tüm genom, transkriptom, DNA-

protein interaksiyonunu ortaya koymak için uygulanabilen geniş kapsamlı bir teknolojidir ve biyolojik 

araştırmaların hızlı bir şekilde yapılmasına olanak sağlamaktadır. Yöntemin esası DNA’nın enzimatik 

reaksiyonlarla rastgele kesilerek çok sayıda DNA fragmentiyle bir kütüphane elde edilmesi ve bu DNA 

fragmentlerinin çoğaltılmasına dayanmaktadır (Shendure ve Ji, 2008). Günümüzde farklı dizileme 

yöntemlerinden faydalanan NGS teknolojileri geliştirilmiştir. Illumina Miseq, ABI SOLiD (Applied 

Biosystems), Roche 454 FLX, Polonator, Ion Torrent, HeliScope (Helicos, Inc.) ve Pacific BioSciences 

en yaygın kullanılan teknolojilerdir ve dizileme yöntemleri arasında farklılıklar bulunmaktadır. Bu 

kapsamda Roche 454 FLX, Illumina Miseq, Ion Torrent sentez aracılığıyla, ABI SOLiD ve Polonator 

ligasyon aracılığıyla, HeliScope (Helicos, Inc.) ve Pacific BioSciences ise tek molekül dizileme 

yöntemlerinden faydalanmaktadır.  

Sentez aracılığıyla sekanslama yönteminde parçalara ayrılmış DNA fragmentlerine adaptör 

dizilerin bağlanması sağlanır ve diziler amplifiye edilerek floresan veya kimyasal sinyaller oluşturulması 

sağlanmaktadır. Dizilerin sentezlenmesinde DNA polimeraz enzimi kullanılmaktadır. Bu yöntemi 

kullanan Roche 454 GS20 cihazı pirodizileme ile sekans yapmakta ve emülsiyon PCR’dan 

yararlanmaktadır. Ancak yüksek maliyet gerektirmesi nedeniyle günümüzde kullanımı oldukça 

azalmıştır. Diğer bir sekanslama yöntemi olan Illumina Miseq ise özellikle bitki patojeni fungusların 

tanılanmasında yaygın bir kullanım alanı bulmuştur. Dizileme farklı floresan boyalarla işaretlenmiş dört 

tersine dönüşür sonlandırıcı nükleotidin pikotiter plaka (flow-cell) üzerinde sentezlenmesi ile 

gerçekleştirilmektedir. Bir ucunda adaptör olan tek DNA molekül yüzeye bağlanıp tamamlayıcı 

adaptörlerle hibridize olarak köprüleşen PCR tekniği ile komplementer iplikler sentezlemektedir (Şekil 

4A). Amplifikasyon sonrasında bir kalıp molekülden yaklaşık 1000 klon kopya oluşmaktadır. Farklı 

dalga boylarına ait dört ayrı renkle işaretlenmiş nükleotidler algılanarak DNA fragmentinin nükleotid 

dizisi açığa çıkmaktadır (Anonim, 2020d). Ortalama 4 gün süren dizileme sonucunda her cluster sekansı 

hesaplanarak düşük kalitedeki okumaları elimine etmek için kalite testi yapılır ve ortalama kaliteli 

okuma uzunluğu 40-50 megabayt (50-300 bç) civarındadır (Varshney ve ark., 2009; El-Metwally ve 

ark., 2014). Ion torrent yöntemi ise semikonduktör teknolojisi kullanılarak, bazların bağlanması sonucu 

açığa çıkan H+iyonuna bağlı olarak pH değişiminin ölçülmesi esasına dayanmaktadır. Ion PGM ve Ion 

Proton olmak üzere 2 sistemi bulunmaktadır. Örnek hazırlama aşaması diğer sekans teknolojilerine göre 

daha ucuz olması ve kısa sürede sonuç elde edilmesi nedeniyle patojenlerin tüm genomunun 

dizilenmesinde yaygın bir kullanım alanı bulmuştur (Rothberg ve ark., 2011). 

Ligasyon aracılığıyla sekanslama yöntemini kullanan ABI SOLiD ve Polonator sistemlerinin esası 

ise floresan işaretli farklı uzunluktaki oligonükleotit probların DNA parçaları ile hibridizasyonunu 

sağlayacak bilinen kısa bir dizi ile birleştirilmesine dayanmaktadır (Şekil 4B). Floresan etiketleme hangi 

probun bağlandığını tespit etmek için kullanılmaktadır. İşlem, dizileri değerlendirmek için farklı problar 

kullanılarak tekrarlanmaktadır (Egan ve ark., 2012). Diğer bir sekanslama yöntemi olan tek molekül 

dizileme ise üçüncü nesil sekanslama olarak bilinmekte ve tek bir nükleik asitten DNA dizisini elde 

ederken kimyasal ışıma ile nükleotid bağlanması esnasındaki sinyalin tespit edilmesine dayanmaktadır. 

Bu yöntemden yararlanan HeliScope (Helicos, Inc.) ve Pacific BioSciences sistemleri floresan 

görüntüleme kullanmaktadır. Floresan işaretli nükleotidler sırayla ortama bırakılarak nükleotid dizisi 

tespit edilmektedir (Deschamps ve Campbell, 2010). Bununla birlikte günümüzde Single-Molecule 

Real-Time (SMRT) ve Nanopore sequencing (Oxford Nanopore MinION system) teknolojilerinin 

kullanımı da yaygınlaşmaktadır. SMRT sıfır modlu dalga boyu (zero-mode waveguide; ZMW) modelini 

kullanan tek molekül sekanslama yöntemidir ve ZMW tek bir DNA nükleotidinin DNA polimeraz ile 

https://en.wikipedia.org/wiki/Zero-mode_waveguide
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birleştiğini tespit edebilecek kadar küçük bir hacme sahiptir (Levene ve ark., 2003). ZMW modelini 

kullanan Pacific BioSciences sekanslama yönteminin okuma uzunluğu yüksek olmasına rağmen hata 

oranı %5-15 arasındadır ve örnek hacminin Illumina sekanslama yönteminden daha düşük olduğu 

bildirilmektedir (Pollock ve ark., 2018). Nanopore sequencing yönteminin çalışma prensibi ise nükleik 

asitlerin bir protein nanoporundan geçerken elektrik akımındaki değişimlerin izlenmesi esasına 

dayanmaktadır. Elde edilen sinyal kodları spesifik DNA veya RNA dizisini elde etmek için 

çözümlenmektedir (Anonim, 2021).  

NGS teknolojilerini genel olarak değerlendirdiğimizde en büyük avantajları DNA parçalarının 

klonlanması gerekmeksizin, amplifiye olmuş tek zincir DNA üzerinden dizi verilerinin elde edilmesidir. 

En büyük dezavantajı ise yüksek maliyet gerektirmesi ve elde edilen verilerin değerlendirilmesi için 

gelişmiş bilgisayar yazılımlarına ihtiyaç duyulmasıdır. 

 
Şekil 4. Sentez aracılığıyla sekanslama yönteminlerinden Illumina Miseq (A), Ligasyon aracılığıyla sekanslama 

yönteminlerinden ABI SOLiD (B) sekanslama şemaları (Voelkerding ve ark. 2009; Anonim, 2020d) 

NGS teknolojilerine dayalı yöntemler özellikle bitki patojeni virüslerin tanısı ve 

karakterizasyonunda yaygın bir şekilde kullanılmasının yanı sıra, patojen bakteri ve fungusların tespiti 

ve karakterizasyonunda da önemli bir yer tutmaktadır (Adams ve ark., 2009; Kreuze ve ark., 2009; Cantu 

ve ark., 2011; Barba ve ark., 2014). Bu kapsamda farklı sekanslama teknolojileri kullanılarak 

Phytophthora infestans, Ustilago maydis, Magnaporthe grisea, Sclerotinia sclerotiorum, Botrytis 
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cinerea, Aspergillus flavus, Fusarium verticillioides, Fusarium graminearum gibi birçok model 

fungusun tüm genom sekansları elde edilmiştir (Anonim, 2020e). 

Loop Aracılı İzotermal Amlifikasyon (LAMP) 

Loop aracılı izotermal amlifikasyon (Loop-mediated isothermal amplification; LAMP), Notomi 

ve ark., (2000) tarafından hepatit B virüsünün tespiti için geliştirilen hedef DNA’nın yüksek özgünlükte 

ve etkinlikle tespitini sağlayan güçlü bir nükleik asit amplifikasyon yöntemidir. LAMP, özel olarak 

tasarlanan primer setleri ve Geobacillus stearothermophilus termofilik bakterisinden elde edilen Bst 

polimeraz enzimi aracılığıyla hedef DNA’nın, izotermal koşullar altındaki su banyosu, ısı blokları gibi 

alanlarda 1 saatten daha kısa sürede amplifikasyonu ile gerçekleşmektedir (Mumford ve ark., 2006). 

Klasik ve Real time PCR gibi pahalı ekipmanlara ve uzun süren ön hazırlıklara ihtiyaç duyulmaması en 

önemli avantajları arasındadır (Fu ve ark., 2011).  

Uygun hedef bölge tanımlandıktan sonra primerler (forward primerler (F1-F2-F3); backward 

primerler (B1-B2-B3)) hedef sekansın birbirinden ayrı 6 bölgesine spesifik olarak dizayn edilmektedir.  

Reaksiyonun başlarında tüm primerler çalışırken daha sonraki döngülerde sadece içteki primerler 

kullanılmaktadır. Dıştaki primerler F3 ve B3 olarak nitelendirilirken, içteki primerler forward inner 

primer (FIB) ve backward inner primer (BIP) olarak isimlendirilmektedir (Şekil 5). Hem BIP hem de 

FIB hedef DNA’nın sense ve antisense sekanslarıyla ilişkili iki ayrı sekans içermektedir. Primerlerin 

erime sıcaklığı, sekansı ve boyu, Bst polimerazın optimum çalıştığı sıcaklık (60-65°C) aralığına göre 

seçilmektedir. İçteki primerlerin dıştaki primerlerden daha erken senteze başladığından emin olmak için, 

F3 ve B3’ün Tm sıcaklıkları F2 ve B2’den daha düşük olmak durumundadır. Ayrıca, içteki primerlerin 

konsantrasyonu dıştakilerin konsantrasyonundan daha yüksek olması gerekmektedir (Notomi ve ark., 

2000, Tomita ve ark., 2008). F2c ile F1c ve B2c ile B1c arasında loop (dambıl)’un farklı boyları 

değerlendirilmiş ve en iyi sonuç 40 bç büyüklüğündeki veya daha uzun looplarda görülmüştür. 

Amplifikasyon hızının DNA sentezine bağlı olması nedeniyle hedef DNA’nın büyüklüğü, LAMP 

etkinliği için önemli bir kriterdir (Notomi ve ark., 2000). 

 
Şekil 5. LAMP amplifikasyon uygulama şeması (Hardinge ve Murray 2019) 

LAMP, insanlarda ve hayvanlardaki bakteriyel ve viral hastalık etmenlerinin tespitinde, bitkilerde 

ve vektör böceklerde patojen olan bakteri ve virüslerin tanılanmasında başarılı bir şekilde uygulanmıştır 

(Fukuta ve ark., 2003; Nie, 2005; Okuda ve ark., 2005). Funguslarda ilk uygulama, enfekteli buğday 

danelerindeki Fusarium graminearum gelişiminin tespiti için yapılmış ve toksik Fusarium türlerinin 

erken tespit edilmesini sağlamıştır (Niessen ve Vogel, 2010). Nohut tohumlarında ve bitki dokusunda 
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Ascohyta rabie’nin düşük miktarlardaki varlığı klasik PCR ile belirlenemezken, LAMP yöntemi ile 

tespit edilmiştir (Chen ve ark., 2016). Diğer bir çalışmada, Sclerotinia sclerotiorum fungusuna ait Ssos5 

sekans bölgesi hedef alınarak patojen varlığı LAMP yöntemi ile ortaya konmuştur (Duan ve ark., 2014). 

Amplifikasyon öncesi hydroxynaphthol mavisi (HNB) reaksiyona eklenmiş ve patojen DNA’sının 

olduğu örnekler karakteristik gökyüzü mavisi rengini alırken, enfekteli olmayan ve diğer funguslarla 

enfekteli olan örneklerde renk değişimi gözlenmemiştir. LAMP ile 0.1 fg μl-1 patojen miktarı tespit 

edilebilirken, geleneksel PCR’da bu miktar 100 fg μl-1 olmuştur. Erken dönemde çok düşük 

konsantrasyonlardaki patojen miktarını tespit edebilme ve hızlı sonuç alınabilmesi ile LAMP’in 

hastalıkların erken tanısında ve epidemi risklerini azaltmada potansiyel bir uygulama olacağı 

bildirilmiştir (Yao ve ark., 2016). 

Manyetik Yakalama Hibridizasyon (MCH)-PCR 

Manyetik yakalama hibridizasyon (Magnetic capture hybridization; MCH-PCR) yöntemi, hedef 

patojen DNA’sının çok düşük miktarlarda olması durumunda, klasik DNA ekstraksiyonları ile patojen 

DNA’sının izole edilememesi ve PCR inhibitörlerinden dolayı karşılaşılan negatif sonuçların azaltılması 

amacıyla geliştirilmiştir. İlk olarak biyotin ile etiketlenmiş patojene spesifik probların manyetik 

boncuklarla kaplanarak hedef DNA’ya bağlanması sağlanmaktadır (Şekil 6). Bu amaçla örnek 

süspansiyonu 100°C de inkübe edilerek çift sarmal patojen DNA’sının tek sarmal hale gelmesi 

sağlanarak, manyetik boncuklarla kaplı probların tek sarmal DNA’lara bağlanması beklenmektedir. 

Hibridize olan prob-patojen DNA’sı, üstlerinde bulunan manyetik boncukların özel mıknatıslar 

yardımıyla tutulması ile tüpün cidarında toplanmaktadır. Klasik ekstraksiyon yöntemleriyle 

karşılaştırıldığında, hedef DNA’nın kayıpları büyük oranda engellenerek düşük miktarlardaki patojen 

DNA’sının diğer moleküllerden ayrılması sağlanmaktadır. Elde edilen DNA, klasik PCR reaksiyonunda 

kullanılarak patojenin tanısı yapılmaktadır (Rodriguez ve ark., 2012).  

  
Şekil 6. MCH-PCR uygulama şeması (Rodriguez ve ark. 2012) 

Çok sayıda patojenin bulunduğu örneklerde ve düşük miktarlarda DNA elde edilen tohum ve 

toprak kökenli patojenlerin tespiti için uygun bir yöntem olduğu bildirilmektedir (Walcott ve ark., 2004; 

Ha ve ark., 2009). Soğanda boyun çürüklüğü etmeni Botrytis aclada tespitinde klasik ve (MCH)-PCR 

yöntemi karşılaştırılmış ve klasik PCR ile 1x10-1 ng/ml patojen DNA’sı tespit edilebilirken, (MCH)-
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PCR ile 1x10-4 ng/ml kadar düşük oranlardaki patojen DNA’sı tespit edilmiştir (Walcott ve ark., 2004). 

Bir başka çalışmada, (MCH)-PCR multiplex Real Time PCR yöntemiyle birleştirilerek, kavun ve karpuz 

tohumlarından iki farklı patojenin (Didymella bryoniae, Acidovorax avenae subsp. citrulli) tespit 

edilmesi için kullanılmıştır. MCH ile birleştirilmiş Real time PCR ile doğrudan Real Time PCR 

karşılaştırıldığında, (MCH)-PCR ile birleştirilmiş Real time PCR’ın daha hassas sonuçlar verdiği 

görülmüştür (Ha ve ark., 2009).  

DNA array hibridizasyon 

DNA array teknolojisi naylon filtre (makroarray) veya cam lam (mikroarray) üzerinde sabitlenmiş 

oligonükleotit problardan oluşmaktadır. Mikroarray genellikle daha sık prob noktalarına sahip olmasına 

rağmen her iki array teknolojisi de türe spesifik problar ve türlerin ayrımı için gerekli varyasyonu 

sağlayan sekans bölgeleri ile etiketlenmiş PCR amplikonları arasındaki hibridizasyona bağlıdır. En iyi 

hibridizasyon 50 ve 80 bç arası uzunluktaki problarda elde edilmektedir (Yang ve ark., 2001). Yüksek 

ayrım gücü ile iki amplikon arasındaki tek nükleotid farklılıklarını (Single Nucleotide Polymorphism; 

SNP) açığa çıkarmaktadır (Lievens ve ark., 2006, Zhang ve ark., 1991). Gen ifade profilleme, 

hastalıkların tanısı, SNP tespiti, gen tanımlama, patojen tespiti gibi alanlarda kullanılmaktadır. Aynı 

zamanda array teknolojisi, DNA chips, biochips, gene chips, gene arrays, genome chips, genome arrays 

gibi farklı isimlerle de bilinmektedir (Bumgarner R, 2013). 

Uygulamada, oligonüleotitler veya mikrokodlar taksonomik olarak uygun genom bölgelerine göre 

tasarlanmaktadır. Oligonükleotitler manuel olarak, SigOli ve Array Designer (Premier Biosoft 

International, Palo Alto, CA) gibi bilgisayar programları aracılığıyla seçilmektedir. Sentezlenen 5’ amin 

modifikasyonlu oligonükleotitler naylon membran veya cam tabaka gibi bir destek platformu üzerine 

yerleştirilmektedir. Amplikon ile eşleşen oligonükleotitler arasındaki pozitif reaksiyon sonucu 

kemilüminesans sinyal üretilmektedir (Şekil 7). Üretilen bu sinyal karanlık odada dijital kamera veya 

röntgen filmi aracılığıyla tespit edilerek elde edilen görüntüler GenePix Pro gibi bilgisayar 

programlarında analiz edilmektedir (Bumgarner, 2013).  

 
Şekil 7. DNA array hibridizasyon uygulama şeması (Anonim, 2020f) 

Bitki patojeni fungusların tespitinde ise Fusarium gibi yakın akraba türlerin tanısında ve ayrımında 

uygun olduğu bildirilmiştir (Kristensen ve ark., 2007). Liebe ve ark. (2015) şeker pancarında kök 

çürüklüğüne neden olan patojenleri tespit etmek için DNA mikroarray teknolojisini kullanmış ve 

yaptıkları çalışmada ITS, translation elongation factor 1 alpha (TEF 1 alpha), 16S ribozomal DNA 

bölgelerini hedef alan problar tasarlamıştır. Aphanomyces cochlioides, Botrytis cinerea, Penicillium 
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expansum patojenlerin tanısının yapıldığı çalışmada, mikroarray teknolojisinin, çok sayıda patojenin 

olduğu durumlarda hızlı ve güvenilir bir tespit yöntemi olduğu bildirilmiştir. Diğer bir çalışmada ise 

DNA çip hibridizasyon yöntemi ile ras-related GTP-binding protein 1 gen (Ypt1) ve ITS bölgelerini 

hedef alan problar aracılığıyla Phytophthora türlerinin tespiti gerçekleştirilmiş ve aynı anda bir 

mikroarray çipi üzerinde 40 Phytophthora, 2 Pythium ve bir tane Phytopythium türü tespit edilmiştir 

(König ve ark., 2015).  

SONUÇ  

Bitki patojenlerinin neden oldukları ekonomik kayıpların azaltılabilmesi için hızlı ve doğru bir 

şekilde tespit edilmesi, uygun kontrol stratejilerinin geliştirilmesi oldukça önemlidir. Özellikle 

karantinaya dâhil olan etmenlerin en hızlı şekilde tanısı yapılmalı ve bu hastalıkların ülkeye girişi ve 

yayılması engellenmelidir. Birçok bitki patojeninin klasik tespitinde karşılaşılan genel sorunlar ve 

günümüzde bazı bitki patojenlerinin taksonomik gelişmelere bağlı olarak morfolojik karakterler ile 

ayrılamaması nedeniyle bitki patojenlerinin tespiti ve tanısında moleküler tekniklerin kullanılması 

zorunlu hale gelmiştir. Ancak patojenlerin tanınması ve doğru tespit yöntemlerinin seçilmesinde 

patojenin karakteristik özellikleri, miktarı, ortam koşulları ve mevcut imkânlar göz önüne alınmalıdır. 

Bu kapsamda mevcut patojene ve ortam koşullarına göre kullanılan yöntemler farklılık göstermektedir. 

Bu nedenle ülkemizde de uluslararası standardize olmuş tekniklerin kullanılır hale getirilmesi ve bu 

alanda çalışmaların yapılması bitki mikolojisi açısından önem teşkil etmektedir. Bu derleme 

çalışmasının, ülkemizdeki bitki patojenlerinin hızlı bir şekilde tespit edilmesine katkı sağlayacağı 

düşünülmektedir.  

Çıkar Çatışması  

Yazarlar arasında herhangi bir çıkar çatışması yoktur. 

Yazar Katkısı  

Yazarlar makaleye eşit oranda katkı sağlamıştır. 
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