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Bitki Patojeni Funguslarin Tespitinde Polimeraz Zincir Reaksiyonu’na Dayah Baz1 Molekiiler Teknikler
Giilsim PALACIOGLU", Goksel OZER? Harun BAYRAKTAR®

OZET: Kiiltiir bitkilerinde ciddi kayiplara neden olan hastalik etmenleri icerisinde bitki patojeni funguslar
onemli bir grubu olusturmaktadir. Bu patojenlere karsi etkin miicadele yontemlerinin gelistirilmesi ve neden
olduklar iiriin kayiplarinin en aza indirilmesi i¢in dogru ve hizli bir sekilde tespit edilmesi en dnemli adimdir.
Bu kapsamda fungal patojenlerin klasik tespitinde kullanilan morfolojik karakterlere dayali ydntemler
degiskenlik gostermekle birlikte uzun zaman almakta ve taksonomik agidan deneyimli personel gerektirmektedir.
Bu nedenle bitki patojenlerinin tespiti i¢in ¢ok sayida molekiiler teknik gelistirilmis ve epidemiyolojik
calismalarda, karantina uygulamalarinda, tohum sertifikasyonunda, islah programlarinda ve fungisit direnci
tespitinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu ¢alismada da bitki patojeni funguslarin tespitinde yaygin olarak
kullanilan polimeraz zincir reaksiyonuna dayali bazi molekiiler teknikler (Loop aracili izotermal amlifikasyon,
manyetik yakalama hibridizasyon, floresan in situ hibridizasyon, yeni nesil dizileme, Real Time PCR) hakkinda
bilgi verilmesi amag¢lanmistir. Bitki patojeni funguslarin neden oldugu ekonomik kayiplar1 azaltmak amaciyla
fitopatolojik ¢alismalarda molekiiler yontemlerin daha etkin kullanilmasina katki saglayacagi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Fungal patojenler, LAMP, (MCH)-PCR, molekiiler tanimlama, 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 technigues 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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GIRIS

Funguslar, ekosistemdeki en biiyiik 6karyotik gesitlilige sahip bitki patojen grubudur. Dogada
yaklasik 1.5 milyon fungus tiirii oldugu bilinmekte ve bunlarin 20 binden fazlasi bitkilerde enfeksiyon
olusturmaktadir (Hawksworth, 2001). Bitki patojeni funguslarin neden olduklari ekonomik kayiplarin,
cevreye ve insan sagligina verdigi zararin en aza indirilmesi i¢in etkin miicadele yontemlerinin
gelistirilmesi kaginilmazdir. Bu nedenle, patojenlerin dogru ve hizli bir sekilde tespit edilmesi
gerekmektedir (Garrido ve ark., 2012). Bu amagla tiirlerin tespitinde genellikle kiiltiirel kosullar dikkate
almarak oldukg¢a degiskenlik gosteren morfolojik 6zellikler takip edilmektedir. Bu yontemler uzun
zaman almasimin yani sira miselyum pigmentasyonu, konidi sekil ve biiytikliikler1 gibi kiiltiirel
karakteristiklerin substrat tipi ve inkiibasyon kosullarindan etkilenmesinden dolay1 her zaman giivenilir
sonuclar vermemektedir. Ayrica konusunda uzmanlagmis deneyimli personel gerektirmesi de bir diger
dezavantaji olarak goriilmektedir (Capote ve ark., 2012). Bu nedenle son yillarda hastalik etmenlerinin
tespiti ve tanist amaciyla farkli yontemler {izerinde yogun arastirmalar gerceklestirilmis ve gelistirilen
molekiiler yontemler hastaliklarin teshisinde genis bir kullanim alan1 bulmustur (Martin ve ark., 2004).

Molekiiler yontemlerin basinda gelen Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile hizli, hassas ve
giivenilir sonuglar elde edilmektedir. Yontem, birgok etmen icerisinden tek bir hedef molekiilii tespit
edebilme imkani sunmakta, klasik yontemlere gére 6nemli derecede zaman kazandirmaktadir. Patojenin
hedef DNA’smin in vitro kosullarda enzimatik olarak amplifikasyonuna dayanan yontem, 1985 yilinda
Kary B. Mullis tarafindan gelistirilmistir (Mullis ve ark., 1986). Diisiik miktarlardaki DNA’nin
enzimatik olarak ¢ogaltilarak cok sayida kopyasi elde edilmekte ve farkli goriintiilleme yontemleri ile
incelenmektedir. Normal bir PCR reaksiyonu farkli sicakliklarda, 3 asamada (ayrilma (denatiirasyon),
baglanma (anneling) ve uzama (extension)), 25-50 dongii arasinda gerceklesmektedir. PCR
Ozgilligint, primerlerin 6zglnligi belirlemekle birlikte baglanma sicakligi, polimeraz enziminin
miktar1 ve islevi, primer konsantrasyonu gibi etkenler de PCR reaksiyonunu etkilemektedir. Bitki
patojenlerinin tespitinde klasik PCR yontemi yaygin olarak kullanilmakla beraber molekiiler
tekniklerdeki gelismelere bagli olarak ¢ok sayida PCR’a dayali yontem gelistirilmis ve fungal etmenlerin
tespitinde kullanim olanagi bulmustur. Bu ¢alismada bitki patojeni funguslarin tespitinde kullanilan
PCR’a dayali yontemlerden, Real Time PCR, manyetik yakalama hibridizasyon (Magnetic capture
hybridisation; MCH-PCR), Florosen in situ hibridizasyon (Fluorescence in Situ hybridization; FISH),
Loop aracili 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’nin miktarinda zaman igerisinde meydana gelen degisimi kesin ve

hassas bir sekilde tespit edebilen kantitatif analiz yontemidir. Yontemde, her dongii sonrasinda olusan
1sima es zamanlh olarak kaydedilerek arastirilan biyolojik 6rnegin miktarindaki degisimler floresan
isimalar araciligryla goriintiilenebilmektedir. Hedef bolgenin amplifikasyonu eksponensiyel faz, lineer
faz ve plato faz olmak iizere 3 temel fazda olugsmakta ve dogrusal olarak gozlemlenebilmektedir (Sekil
1). Eksponensiyel faz, floresan 1stma miktarinin ilk anlamli artis olan esik degerine ulastig1 noktadir. Bu
noktaya es deger olan dongii sayist esik degeri dongiisii (Cq, Ct) olarak adlandirilmaktadir. Bu nokta
hedef bolgenin amplifikasyonun basladigin1 gostermekte ve analiz sonuglarinin hesaplanmasinda
kullanilmaktadir. Cq degeri hedef DNA’nin baslangi¢ miktar1 ile dogru orantili olmasi nedeniyle
baslangictaki hedef DNA miktari ne kadar fazla ise eksponensiyal faz o kadar erken baglamakta ve PCR
tirtinlerinin artisi ile sinyal tiretimi dogru orantili olarak ¢ogalmaktadir. Bu agamada PCR iiriinleri her
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dongiide iki katina ¢ikar ve reaksiyon etkinligi %100 olarak tiim reaksiyon bilesenleri aktif olarak
kullanilmaktadir. Lineer fazda reaksiyon yavaslayarak PCR iiriinleri degrede olmaya baslar, plato fazda
ise reaksiyon sonlanarak yeni iiriin olusmamaktadir. PCR reaksiyonunun verimi (efficiency), slope ve
R? degerleri ile degerlendirilerek %90-%100 (-3.6>slope degeri>3.1) arasinda olmasi beklenmektedir
(Anonim, 2014; Anonim, 2016). Ayrica erime egrisi (melting curve) analizi ile erime sicaklig
grafiklerinden yararlanilarak spesifik olmayan baglanmalar tespit edilmektedir. Bu kapsamda PCR
tiriinlerinin ayni1 erime sicakligina sahip olmasi beklenerek olusan farkli sicakliklar ile dimer olusumlari
veya bulagmalar tespit edilmektedir (Sekil 1) (Anonim, 2014). Bununla birlikte yiiksek ¢oziiniirliikli
erime egrisi (High Resolution Melting; HRM) yo6ntemi ile de 65°C’den 95°C’ye kadar her 0.5°C’lik
artista floresan sinyalindeki degisimler ile 6rnegin tespiti ve analizi de melting egrisinin sekli ve
pozisyonuna gore yapilabilmektedir (Ririe ve ark., 1997). Real time PCR yonteminde, mutlak (absolute)
ve bagil (relative) olmak tizere iki adet kantifikasyon yontemi bulunmaktadir. Mutlak kantifikasyonda,
test Ornekleri farkli oranlarda seyreltilen bir diliisyon serisine ait standart egri kullanilarak
belirlenmektedir. Bagil kantifikasyonda ise arastirilan genin miktar1 normalizasyon i¢in kullanilan baska
bir gen ile kiyaslanarak (korunmus gen) belirlenmektedir.
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Sekil 1. gPCR faz gostergesi (A), erime egrisi analizi (B) (Anonim, 2016)

Real time PCR ‘da iki temel floresan sistemi ile tespit yapilmaktadir. Bunlar DNA’ya baglanabilen
ajanlar (SYBR Green, EvaGreen, SYTO boyalar vb.) ile tespit ve sekansa spesifik problara dayali tespit
yontemleridir. DNA’ya baglanan ajanlar arasinda SYBR Green (2-[N-(3-dimethylaminopropyl)-N-
propylamino]-4-[2,3-dihydro-3-methyl-(benzo-1,3-thiazol-2-yl)-methylidene]-1-phenylquinolinium)
en yaygin kullanilanidir. Ortamda tek basina bulundugunda floresan i1s1ma yapamazken, ¢ift sarmal
DNA’ya baglandiginda 1s1ma meydana gelmektedir. Bu kapsamda PCR reaksiyonunda her dongii
sonucunda olusan iriin, boyanin verdigi floresan 1sima ile izlenebilmektedir. Diger tespit
yontemlerinden daha ucuz olmasina ragmen hedefe 6zgii diziye sahip olmadigindan dolay: ortamdaki
tim ¢ift sarmal DNA’lara baglanarak yanlis pozitif sonuglar vermesi en 6nemli dezavantaji olarak
goriilmektedir (Anonim, 2014; Mirmajlessi ve ark., 2015).

Sekansa spesifik problara dayali tespitte ise TagMan™, molekiiler boncuk, Scorpion® gibi farkl
prob teknolojileri bulunmaktadir. Bunlardan en yaygim TagMan™ problar olup, en yiiksek sinyali veren
prob sistemidir. Probun 3’ucunda sondiiriicii molekiil (quencher), 5’ucunda muhbir molekiil (reporter)
bulunmakta ve 25-30 niikleotid uzunlugunda hedefe spesifik sekanslardan olugmaktadir. Muhbir
molekiil, 151k enerjisini absorbe eden bir molekiildiir ve uyarildigi durumda harekete gegmektedir. Hedef
sekans bulunmadiginda sondiiriicii, muhbirdeki enerjiyi dagitarak 1simanin meydana gelmesini
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engellemektedir. Hedef sekansin miktarint 6lgmek i¢in Taq DNA polimerazin 5’ ekzoniikleaz
aktivitesini kullanmaktadir. Hedef DNA ’ya éncelikle TagMan'™ problar ardindan primerler baglanmakta
ve Taq polimeraz ile uzama ger¢eklesmektedir. Taq polimerazin 5° ekzoniikleaz aktivitesi sayesinde
proba bagli muhbir molekiil kesilerek floresan agiga ¢ikmaktadir (Sekil 2A) (Anonim, 2014; Anonim,
2016).

Diger bir prob sistemi olan molekiiler boncuk ise bir sap ve sag tokasi yapisindan olusan tek sarmal
oligoniikleotit problardir. Sa¢ tokasi yapisi hedef sekansa spesifik, sap kisminin iki ucu ise birbirinin
komplementeri olarak dizayn edilmektedir. Probun 5’ ucunda muhbir molekiil, 3’ ucunda sondiiriicii
molekiil bulunmaktadir. Toka yapisindaki prob sekansi hedef niikleik asit sekansina baglandiginda
boncugun ug¢ kisimlarindaki muhbir ve sondiiriicti ayrilarak hedefe hibridize olmakta ve floresan 1s1ma
meydana gelmektedir (Sekil 2B). Muhbir molekiil olarak FAM, TAMRA, TET, ROX; sondiiriicii
molekiil olarak DABCYL en ¢ok kullanilan boyalardir. Proba uygun hedef sekans olmadiginda toka
kapali kalarak floresan 1sinim gézlenmemektedir. Sag¢ tokasi yapist PCR boyunca bozulmaz ve her
dongiide hedef sekansa baglanarak 1s1ma meydana getirmektedir (Anonim, 2014; Mirmajlessi ve ark.,
2015).

Akrep (Scorpion) problar ise spesifik prob sekansina kovalent olarak bagli olan, bir ucunda muhbir
diger ucunda sondiirticii molekiil bulunan sa¢ tokasi seklindeki iki fonksiyonlu primerlerdir. 5 ucunda
bulunan akrep primer PCR engelleyici olarak hedefi olmayan sekans igermektedir. Bu yap1 muhbir
molekiilii sondiiriicii molekiiliin yakina getirerek floresan1 6nlemektedir. Hedef sekans olmadiginda
sondiiriicii, muhbir tarafindan yayilmis floresan1 absorbe etmektedir. Primer-prob ve hedef bolge
arasinda baglanma olusur olusmaz akrep primer, PCR iiriiniinii toplayarak, kuyruk kivrimlarindaki prob
seckansi hedef sekansla hibridize olmak i¢in donmektedir. Amplifikasyon, muhbir ve sondiiriicii
molekiilii ayirarak floresan 1s1ma yaymaya neden olan sag¢ tokasi yapisini ¢cozmektedir (Sekil 2C). Akrep
problar, 5> PCR primerinin ve probun islevini birlestirerek molekiiler boncuklara gore daha etkili sonug
vermektedir (Didenko, 2001).

Real time PCR reaksiyonun etkinligi ve 6zgiinliigii i¢in dogru primer ve prob se¢imi oldukca
onemlidir. Etkinligi yiiksek primer ve prob i¢cin DNA’nin 3’ ucundaki baz spesifikligi dikkate
alinmaktadir (Fredslund ve Lange 2007, Schena ve ark., 2013). Yiiksek etkinlik ve hassasiyet ile
optimum 70-200 baz gifti (bg) araligindaki fragmentlerin ¢ogaltilmasina olanak saglamaktadir (Garrido
ve ark., 2009). Hedef bolge, dalga boyu emisyonu ve amplifikasyon biiyiikliik farki ile belirlenmektedir
(Okubara ve ark., 2005). Amplifikasyon iriintiniin biiyiikligii uygun ise klasik PCR’da kullanilan
primerler Real time PCR i¢in de kullanilabilmektedir. 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 ydntemlerine uygun bir sekilde
tasarlanabilmektedir. Yontem, basta 6nemli karantina etmenleri olmak {izere birgok fungal patojenin
tespitinde genis bir kullanim alan1 bulmustur. Bu kapsamda ¢ok sayida patojenin tohum, yaprak ve gévde
gibi farkli bitki dokularindan tespit edilmesine olanak saglamistir (Bonants ve ark., 2004; Bilodeau ve
ark., 2007; Zouhar ve ark., 2010; Bayraktar ve ark., 2016). Bitki patojenlerinin tespitinin yani sira tek
nokta mutasyonlariin belirlenmesi, metilasyon tespiti, SNP analizi, DNA hasar1 belirleme, kromozom
bozukluklarinin tespitinde de yaygin olarak kullaniimaktadir.

1834



Giilsiim PALACIOGLU ve ark.

11(3): 1831-1845, 2021

Bitki Patojeni Funguslarin Tespitinde Polimeraz Zincir Reaksiyonu’na Dayah Bazi Molekiiler Teknikler

TagMan™ Prob Muhbir
Florofor A
Muhbir molekal Sondiriict molekil
<man
IC >,
. & S
IForvard \&é“ i
[primer - ] ¢
—— e —— g -
= s . t‘ Taq polimeeraz .:;fa‘”“-
e -
> Reverse
Hedef DNA primer Hedef DNA
(A) (8) B
Molekiiler
boncuk
Sondiirict
molekiil Muhbir
Prob molekiil
B SOl 3 o N T I i I P T
Sondiirict Hedef DNA
molekiil
1 B: Engelleyici molekiil C
= 2 Q: Sondiiriicii molekiil
Prob R- Muhbir molekl
&Bdlgesi ’ -
- ~ - R
= = g1 9,10\ ¥
S - — 4
4 S 4 N ~TT WY » U
Sondiirici
€ ? :
N amolctnl Primer Floresan emisyonu
P L AP ey -
R Q B \~. VN %L
Muhbir molekul . D™ Hedef DNA
Engelleyici L™ s
moleksl T oV _ o
L Y P

Sekil 2. TagMan™ prob ile tespitin sematik gosterimi (A); Molekiiler boncuk ile tespitin sematik gosterimi (B); Akrep
(Scorpion) prob ile tespitin sematik gosterimi (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 bolgelerini hedef alan spesifik problarin kullanimi ile kiiltiire alinmadan dogrudan floresan veya

konfokal mikroskop ile tanimlanmasini saglayan bir yontemdir. Spesifik ve duyarli olmasinin yani sira

kisa siirede tiir diizeyinde ayrim yapmaya olanak saglamaktadir (Amann, 1995). Yontemin en biiyiik

avantajlarindan birisi niikleik asit dizilerini hiicre biitiinliigli bozulmadan inceleme imkani sunmasidir.

Hedef alinan bolgeye spesifik floresan isaretli problar, hiicre i¢erisinde hedef gen ile hibridize olarak
patojenin varhig: floresan mikroskopta tespit edilmektedir (Sekil 3) (Zwirglmaier, 2005; Amann ve ark.,

1995).

P/

Sekil 3. FISH ile tespitin sematik gosterimi ve mikroskopta goriintii elde edilmesi (Anonim, 2020c)
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Yontem, fiksasyon, preparatlarin hazirlanmasi ve dehidratasyon, hibridizasyon, yikama ve
goriintiileme basamaklarindan olugmaktadir. Fiksasyonda problarin hiicre igerisine girebilmesi igin
uygun ortam hazirlanmaktadir. Bu islem hiicrenin morfolojik yapisin1 bozmamak, niikleik asitlerin
korunmasii saglamak ve probun hiicreye girisini kolaylastirmak i¢in yapilmaktadir. Fiksasyon
soliisyonu olarak genelde % 4’liikk PFA kullanilmaktadir (Amann, 1995; Kempf, 2000). Fiksasyona tabii
tutulmus 6rnekler kuyucuklara koyularak preparatlar hazirlanmakta ve etil alkol igerisinde bekletilerek
dehidratasyon gergeklestirilmektedir (Amann, 1995). Hibridizasyonda ise tiire spesifik oligoniikleotit,
poliniikleotit, peptit niikleik asit (PNA), kilitli niikleik asit (LNA) gibi farkli problar kullanilmaktadir.
Bunlardan en ¢ok kullanilan1 15-25 niikleotit uzunlugundaki tek sarmal oligoniikleotit problardir.
Poliniikleotit problar ise oligoniikleotit problara gére ¢ok daha hassas olup yiiksek floresan vermesi
nedeniyle zayif sinyal tireten hiicrelerde kullanilmasi tavsiye edilmektedir. Bununla birlikte PNA ve
LNA problarin niikleik asitlere baglanma giicii oldukg¢a yiiksektir. PNA problar hem DNA’ya hem de
RNA’ya baglanabilirken, LNA problar sadece RNA’ya baglanabilmektedir (Amann, 2008).

Hibridizasyon, floresan isaretli prob ile hedef bdlgenin uygun soliisyonlar igerisinde
birlestirilmesiyle gerceklesmektedir. Probun spesifikligi, hibridizasyon 1sis1 gibi faktorler bu asamay1
etkilemektedir. Optimum konsantrasyonda prob ve hibridizasyon soliisyonunun 1.5 saat bekletilmesiyle
hedef patojen ile prob hibridizasyonu olusmaktadir. Hibridizasyon 1sis1 niikleotidlerin ¢6ziilmesine gore
degismekle birlikte genel olarak 37-55°C arasinda gergeklesmektedir (Arnoldi ve ark., 1992).
Hibridizasyonun ardindan non-Spesifik baglanmalar1 ortadan kaldirmak i¢in Tris HCI, 0,5 M EDTA,
%10 SDS, 5M NaCl, distile su gibi soliisyonlar igerisinde 10-20 dakika kadar tutularak yikama
yapilmaktadir. Yikama sonrasinda preparatlar distile suyla yikanip kurutularak her érnege floresan boya
(DAPI-4',6-diamidino-2-phenylindole) konulup karanlikta bekletilmektedir (Wagner ve ark., 2003). Son
olarak kurutulan preparatlarin tizerinde bulunan kuyucuklara citifluor veya antifade gibi 6zel soliisyonlar
damlatilarak, floresan mikroskopta goriintiileme yapilmaktadir. Mikroskopta goriintiiyii elde edebilmek
icin kullanilan floresan boya filtre ile uyumlu olmali, kullanilan prob sayisina gore tek prob i¢in tekli
filtreler, iki ve daha fazla isaretli problar igin ikili veya tgli filtreler kullanilmalidir (Amann, 1995).
Ayrica hedef bolge, radyoaktif olmayan boyalarla veya radyoaktif izotoplarla isaretlenebilmektedir.
Radyoaktif izotoplarin bazi dezavantajlarindan dolayr daha ¢ok radyoaktif olmayan Fluorescein
isothiocyanate (FITC), Cyanine3 ve Cyanine5 gibi boyalar kullanilmaktadir (Amann, 1997). Kullanilan
florofor boyalar, epifliioresan mikroskop, flow sitometri veya konfokal lazer taramali mikroskop
aracilifiyla goriintiilenmektedir. Epifloresan boyalarda goriintiileme yapmak i¢in DAPI, FITC ve
TRICH gibi filtreler kullanilmaktadir. Konfokal lazer taramali mikroskop, epifloresan mikroskoba gore
daha yiiksek ¢oziiniirliik saglayarak goriintii daha net elde edilmektedir.

FISH, bitki dokusu igerisinde ¢ok sayida etmen arasindan istenilen patojenin tespit edilebilmesini,
patojenlerin kiiltiire alinmadan tanimlanmasini ve kiiltiire alinmasi zor olan veya yapay ortamda
gelismeyen bitki patojenlerinin incelenmesine imkan sunmaktadir (Kempf ve ark., 2000). Bu kapsamda
bitki patojeni funguslar arasinda 6nemli bir yer tutan, kok ¢iiriikliigii ve geriye dogru 6liime sebep olan
¢ok sayida Phytophtora tiirii arasindan Phytophthora cinnamomi, FISH yontemi ile basarili bir sekilde
ayirt edilebilmistir (Li ve ark., 2014). Diger bir caligmada, Ellison ve ark. (2016) krizantem japon beyaz
past etmeni Puccinia horiana fungusunun bitki dokusundaki gelisimini FISH ile izlemis ve pas
funguslarimin morfolojisini, konuk¢u dokuda fungal gelisimlerini ve hayat dongiilerinin belirlenmesi i¢in
yontemin bir ara¢ olarak kullanilabilecegini bildirmislerdir.
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Yeni Nesil Dizileme
Yeni nesil dizileme (Next genaration sequencing; NGS) yontemi tiim genom, transkriptom, DNA -

protein interaksiyonunu ortaya koymak i¢in uygulanabilen genis kapsamli bir teknolojidir ve biyolojik
arastirmalarin hizli bir sekilde yapilmasina olanak saglamaktadir. Yontemin esast DNA’nin enzimatik
reaksiyonlarla rastgele kesilerek ¢ok sayida DNA fragmentiyle bir kiitiiphane elde edilmesi ve bu DNA
fragmentlerinin gogaltilmasina dayanmaktadir (Shendure ve Ji, 2008). Giiniimiizde farkli dizileme
yontemlerinden faydalanan NGS teknolojileri gelistirilmistir. Illumina Miseq, ABI SOLID (Applied
Biosystems), Roche 454 FLX, Polonator, lon Torrent, HeliScope (Helicos, Inc.) ve Pacific BioSciences
en yaygin kullanilan teknolojilerdir ve dizileme yontemleri arasinda farkliliklar bulunmaktadir. Bu
kapsamda Roche 454 FLX, Illumina Miseq, lon Torrent sentez araciligiyla, ABI SOLID ve Polonator
ligasyon araciligiyla, HeliScope (Helicos, Inc.) ve Pacific BioSciences ise tek molekiil dizileme
yontemlerinden faydalanmaktadir.

Sentez araciligiyla sekanslama yonteminde parcalara ayrilmis DNA fragmentlerine adaptor
dizilerin baglanmasi saglanir ve diziler amplifiye edilerek floresan veya kimyasal sinyaller olusturulmasi
saglanmaktadir. Dizilerin sentezlenmesinde DNA polimeraz enzimi kullanilmaktadir. Bu yontemi
kullanan Roche 454 GS20 cihaz1 pirodizileme ile sekans yapmakta ve emiilsiyon PCR’dan
yararlanmaktadir. Ancak yiiksek maliyet gerektirmesi nedeniyle gilinlimiizde kullanimi oldukca
azalmigtir. Diger bir sekanslama yontemi olan Illumina Miseq ise 6zellikle bitki patojeni funguslarin
tanilanmasinda yaygin bir kullanim alani bulmustur. Dizileme farkli floresan boyalarla isaretlenmis dort
tersine doniisiir sonlandirict niikleotidin pikotiter plaka (flow-cell) iizerinde sentezlenmesi ile
gerceklestirilmektedir. Bir ucunda adaptor olan tek DNA molekiil yiizeye baglanip tamamlayici
adaptorlerle hibridize olarak kopriilesen PCR teknigi ile komplementer iplikler sentezlemektedir (Sekil
4A). Amplifikasyon sonrasinda bir kalip molekiilden yaklasik 1000 klon kopya olusmaktadir. Farkli
dalga boylarmna ait dort ayr1 renkle isaretlenmis niikleotidler algilanarak DNA fragmentinin niikleotid
dizisi agiga ¢ikmaktadir (Anonim, 2020d). Ortalama 4 giin sliren dizileme sonucunda her cluster sekansi
hesaplanarak diisiik kalitedeki okumalar1 elimine etmek i¢in kalite testi yapilir ve ortalama kaliteli
okuma uzunlugu 40-50 megabayt (50-300 bg) civarindadir (Varshney ve ark., 2009; EI-Metwally ve
ark., 2014). Ion torrent yontemi ise semikonduktor teknolojisi kullanilarak, bazlarin baglanmasi sonucu
ag1ga ¢ikan H'iyonuna bagli olarak pH degisiminin olgiilmesi esasina dayanmaktadir. Ion PGM ve Ion
Proton olmak iizere 2 sistemi bulunmaktadir. Ornek hazirlama asamasi diger sekans teknolojilerine gére
daha ucuz olmasi ve kisa siirede sonug¢ elde edilmesi nedeniyle patojenlerin tiim genomunun
dizilenmesinde yaygin bir kullanim alan1 bulmustur (Rothberg ve ark., 2011).

Ligasyon araciligiyla sekanslama yontemini kullanan ABI SOLID ve Polonator sistemlerinin esasi
ise floresan igaretli farkli uzunluktaki oligoniikleotit problarin DNA pargalar ile hibridizasyonunu
saglayacak bilinen kisa bir dizi ile birlestirilmesine dayanmaktadir (Sekil 4B). Floresan etiketleme hangi
probun baglandigini tespit etmek igin kullanilmaktadir. Islem, dizileri degerlendirmek igin farkli problar
kullanilarak tekrarlanmaktadir (Egan ve ark., 2012). Diger bir sekanslama ydntemi olan tek molekiil
dizileme ise tciincii nesil sekanslama olarak bilinmekte ve tek bir niikleik asitten DNA dizisini elde
ederken kimyasal 151ma ile niikleotid baglanmasi esnasindaki sinyalin tespit edilmesine dayanmaktadir.
Bu yontemden yararlanan HeliScope (Helicos, Inc.) ve Pacific BioSciences sistemleri floresan
goriintiileme kullanmaktadir. Floresan isaretli niikleotidler sirayla ortama birakilarak niikleotid dizisi
tespit edilmektedir (Deschamps ve Campbell, 2010). Bununla birlikte giiniimiizde Single-Molecule
Real-Time (SMRT) ve Nanopore sequencing (Oxford Nanopore MinlON system) teknolojilerinin
kullanimi da yayginlasmaktadir. SMRT sifir modlu dalga boyu (zero-mode waveguide; ZMW) modelini
kullanan tek molekiil sekanslama yontemidir ve ZMW tek bir DNA niikleotidinin DNA polimeraz ile
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birlestigini tespit edebilecek kadar kiigiik bir hacme sahiptir (Levene ve ark., 2003). ZMW modelini
kullanan Pacific BioSciences sekanslama yonteminin okuma uzunlugu yiiksek olmasina ragmen hata
orani %5-15 arasindadir ve 6rnek hacminin Illumina sekanslama yonteminden daha diisiik oldugu
bildirilmektedir (Pollock ve ark., 2018). Nanopore sequencing yonteminin ¢alisma prensibi ise niikleik
asitlerin bir protein nanoporundan gecgerken elektrik akimindaki degisimlerin izlenmesi esasina
dayanmaktadir. Elde edilen sinyal kodlari spesifik DNA veya RNA dizisini elde etmek igin
coztimlenmektedir (Anonim, 2021).

NGS teknolojilerini genel olarak degerlendirdigimizde en biiyiikk avantajlari DNA parcalarinin
klonlanmasi gerekmeksizin, amplifiye olmus tek zincir DNA iizerinden dizi verilerinin elde edilmesidir.
En biiylik dezavantaj1 ise yliksek maliyet gerektirmesi ve elde edilen verilerin degerlendirilmesi igin
gelismis bilgisayar yazilimlarina ihtiya¢ duyulmasidir.
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Sekil 4. Sentez aracihigiyla sekanslama yonteminlerinden Illumina Miseq (A), Ligasyon araciligiyla sekanslama
yonteminlerinden ABI SOLID (B) sekanslama semalari (Voelkerding ve ark. 2009; Anonim, 2020d)

NGS teknolojilerine dayali yontemler Ozellikle bitki patojeni virlislerin  tanist  ve
karakterizasyonunda yaygin bir sekilde kullanilmasinin yani sira, patojen bakteri ve funguslarin tespiti
ve karakterizasyonunda da 6nemli bir yer tutmaktadir (Adams ve ark., 2009; Kreuze ve ark., 2009; Cantu
ve ark., 2011; Barba ve ark., 2014). Bu kapsamda farkli sekanslama teknolojileri kullanilarak
Phytophthora infestans, Ustilago maydis, Magnaporthe grisea, Sclerotinia sclerotiorum, Botrytis
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cinerea, Aspergillus flavus, Fusarium verticillioides, Fusarium graminearum gibi bir¢ok model
fungusun tiim genom sekanslar1 elde edilmistir (Anonim, 2020e).

Loop Aracih izotermal Amlifikasyon (LAMP)
Loop aracili izotermal amlifikasyon (Loop-mediated isothermal amplification; LAMP), Notomi

ve ark., (2000) tarafindan hepatit B viriisiiniin tespiti i¢in gelistirilen hedef DNA’nin yiiksek 6zgiinliikte
ve etkinlikle tespitini saglayan giiglii bir niikleik asit amplifikasyon yontemidir. LAMP, &zel olarak
tasarlanan primer setleri ve Geobacillus stearothermophilus termofilik bakterisinden elde edilen Bst
polimeraz enzimi araciligiyla hedef DNA’nin, izotermal kosullar altindaki su banyosu, 1s1 bloklar1 gibi
alanlarda 1 saatten daha kisa stirede amplifikasyonu ile ger¢eklesmektedir (Mumford ve ark., 2006).
Klasik ve Real time PCR gibi pahali ekipmanlara ve uzun siiren 6n hazirliklara ihtiyag duyulmamasi en
onemli avantajlari arasindadir (Fu ve ark., 2011).

Uygun hedef bolge tanimlandiktan sonra primerler (forward primerler (F1-F2-F3); backward
primerler (B1-B2-B3)) hedef sekansin birbirinden ayr1 6 bolgesine spesifik olarak dizayn edilmektedir.
Reaksiyonun baglarinda tiim primerler c¢alisirken daha sonraki dongiilerde sadece igteki primerler
kullanilmaktadir. Distaki primerler F3 ve B3 olarak nitelendirilirken, icteki primerler forward inner
primer (FIB) ve backward inner primer (BIP) olarak isimlendirilmektedir (Sekil 5). Hem BIP hem de
FIB hedef DNA’nin sense ve antisense sekanslariyla iligkili iki ayr1 sekans igermektedir. Primerlerin
erime sicakligl, sekanst ve boyu, Bst polimerazin optimum ¢alistig1 sicaklik (60-65°C) araligina gore
secilmektedir. I¢teki primerlerin distaki primerlerden daha erken senteze basladigindan emin olmak igin,
F3 ve B3’1in Tm sicakliklar1 F2 ve B2’den daha diisiik olmak durumundadir. Ayrica, igteki primerlerin
konsantrasyonu distakilerin konsantrasyonundan daha yiiksek olmasi gerekmektedir (Notomi ve ark.,
2000, Tomita ve ark., 2008). F2c ile Flc ve B2c ile Blc arasinda loop (dambil)’un farkli boylari
degerlendirilmis ve en iyi sonu¢ 40 bg¢ biiyiikligiindeki veya daha uzun looplarda goriilmiistiir.
Amplifikasyon hizinin DNA sentezine bagli olmasi nedeniyle hedef DNA’nin biyiikligi, LAMP
etkinligi i¢in 6nemli bir kriterdir (Notomi ve ark., 2000).
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Sekil 5. LAMP amplifikasyon uygulama semasi (Hardinge ve Murray 2019)

LAMP, insanlarda ve hayvanlardaki bakteriyel ve viral hastalik etmenlerinin tespitinde, bitkilerde
ve vektor boceklerde patojen olan bakteri ve viriislerin tanilanmasinda basarili bir sekilde uygulanmistir
(Fukuta ve ark., 2003; Nie, 2005; Okuda ve ark., 2005). Funguslarda ilk uygulama, enfekteli bugday
danelerindeki Fusarium graminearum gelisiminin tespiti i¢in yapilmis ve toksik Fusarium tiirlerinin
erken tespit edilmesini saglamistir (Niessen ve Vogel, 2010). Nohut tohumlarinda ve bitki dokusunda
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Ascohyta rabie’nin diisik miktarlardaki varligi klasik PCR ile belirlenemezken, LAMP yontemi ile
tespit edilmistir (Chen ve ark., 2016). Diger bir ¢alismada, Sclerotinia sclerotiorum fungusuna ait Ssos5
sekans bolgesi hedef alinarak patojen varligt LAMP yontemi ile ortaya konmustur (Duan ve ark., 2014).
Amplifikasyon oncesi hydroxynaphthol mavisi (HNB) reaksiyona eklenmis ve patojen DNA’sinin
oldugu ornekler karakteristik gokyiizii mavisi rengini alirken, enfekteli olmayan ve diger funguslarla
enfekteli olan orneklerde renk degisimi gdzlenmemistir. LAMP ile 0.1 fg pl? patojen miktar: tespit
edilebilirken, geleneksel PCR’da bu miktar 100 fg pl? olmustur. Erken dénemde ¢ok diisiik
konsantrasyonlardaki patojen miktarmni tespit edebilme ve hizli sonug¢ alinabilmesi ile LAMP’in
hastaliklarin erken tamisinda ve epidemi risklerini azaltmada potansiyel bir uygulama olacagi
bildirilmistir (Yao ve ark., 2016).

Manyetik Yakalama Hibridizasyon (MCH)-PCR
Manyetik yakalama hibridizasyon (Magnetic capture hybridization; MCH-PCR) yontemi, hedef

patojen DNA’sinin ¢ok diisiik miktarlarda olmasi durumunda, klasik DNA ekstraksiyonlari ile patojen
DNA’sinin izole edilememesi ve PCR inhibitérlerinden dolay1 karsilasilan negatif sonuglarin azaltilmasi
amaciyla gelistirilmistir. Ik olarak biyotin ile etiketlenmis patojene spesifik problarin manyetik
boncuklarla kaplanarak hedef DNA’ya baglanmasi saglanmaktadir (Sekil 6). Bu amagla ornek
stispansiyonu 100°C de inkiibe edilerek ¢ift sarmal patojen DNA’sinin tek sarmal hale gelmesi
saglanarak, manyetik boncuklarla kapli problarin tek sarmal DNA’lara baglanmasi beklenmektedir.
Hibridize olan prob-patojen DNA’si1, istlerinde bulunan manyetik boncuklarin 6zel miknatislar
yardimiyla tutulmasi ile tlipiin cidarinda toplanmaktadir. Klasik ekstraksiyon yontemleriyle
karsilastirildiginda, hedef DNA’nin kayiplar1 biiyiik oranda engellenerek diisiik miktarlardaki patojen
DNA’sinin diger molekiillerden ayrilmasi saglanmaktadir. Elde edilen DNA, klasik PCR reaksiyonunda
kullanilarak patojenin tanis1 yapilmaktadir (Rodriguez ve ark., 2012).
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Sekil 6. MCH-PCR uygulama semasi (Rodriguez ve ark. 2012)

Cok sayida patojenin bulundugu orneklerde ve diisiik miktarlarda DNA elde edilen tohum ve
toprak kokenli patojenlerin tespiti i¢in uygun bir yontem oldugu bildirilmektedir (Walcott ve ark., 2004;
Ha ve ark., 2009). Soganda boyun ¢iiriikliigii etmeni Botrytis aclada tespitinde klasik ve (MCH)-PCR
yontemi karsilastirilmis ve klasik PCR ile 1x10™ ng/ml patojen DNA’s1 tespit edilebilirken, (MCH)-
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PCR ile 1x10™*ng/ml kadar diisiik oranlardaki patojen DNA’s1 tespit edilmistir (Walcott ve ark., 2004).
Bir baska ¢alismada, (MCH)-PCR multiplex Real Time PCR yontemiyle birlestirilerek, kavun ve karpuz
tohumlarindan iki farkli patojenin (Didymella bryoniae, Acidovorax avenae subsp. citrulli) tespit
edilmesi i¢in kullanilmistir. MCH ile birlestirilmis Real time PCR ile dogrudan Real Time PCR
karsilastirildiginda, (MCH)-PCR ile birlestirilmis Real time PCR’in daha hassas sonuglar verdigi
goriilmistir (Ha ve ark., 2009).

DNA array hibridizasyon
DNA array teknolojisi naylon filtre (makroarray) veya cam lam (mikroarray) {izerinde sabitlenmis

oligoniikleotit problardan olugmaktadir. Mikroarray genellikle daha sik prob noktalarina sahip olmasina
ragmen her iki array teknolojisi de tiire spesifik problar ve tiirlerin ayrimi i¢in gerekli varyasyonu
saglayan sekans bolgeleri ile etiketlenmis PCR amplikonlar1 arasindaki hibridizasyona baglidir. En iyi
hibridizasyon 50 ve 80 bg arasi1 uzunluktaki problarda elde edilmektedir (Yang ve ark., 2001). Yiiksek
ayrim giicii ile iki amplikon arasindaki tek niikleotid farkliliklarin1 (Single Nucleotide Polymorphism;
SNP) aciga ¢ikarmaktadir (Lievens ve ark., 2006, Zhang ve ark., 1991). Gen ifade profilleme,
hastaliklarin tanisi, SNP tespiti, gen tanimlama, patojen tespiti gibi alanlarda kullanilmaktadir. Aym
zamanda array teknolojisi, DNA chips, biochips, gene chips, gene arrays, genome chips, genome arrays
gibi farkli isimlerle de bilinmektedir (Bumgarner R, 2013).

Uygulamada, oligoniileotitler veya mikrokodlar taksonomik olarak uygun genom bolgelerine gore
tasarlanmaktadir. Oligoniikleotitler manuel olarak, SigOli ve Array Designer (Premier Biosoft
International, Palo Alto, CA) gibi bilgisayar programlari araciligiyla se¢ilmektedir. Sentezlenen 5 amin
modifikasyonlu oligoniikleotitler naylon membran veya cam tabaka gibi bir destek platformu iizerine
yerlestirilmektedir. Amplikon ile eslesen oligoniikleotitler arasindaki pozitif reaksiyon sonucu
kemiliiminesans sinyal iiretilmektedir (Sekil 7). Uretilen bu sinyal karanlik odada dijital kamera veya
rontgen filmi araciligiyla tespit edilerek elde edilen goriintiler GenePix Pro gibi bilgisayar
programlarinda analiz edilmektedir (Bumgarner, 2013).

DNA array ve DNA ¢ip prensibi
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Sekil 7. DNA array hibridizasyon uygulama semast (Anonim, 2020f)

Bitki patojeni funguslarin tespitinde ise Fusarium gibi yakin akraba tiirlerin tanisinda ve ayriminda
uygun oldugu bildirilmistir (Kristensen ve ark., 2007). Liebe ve ark. (2015) seker pancarinda kok
ciirlikliigline neden olan patojenleri tespit etmek icin DNA mikroarray teknolojisini kullanmis ve
yaptiklar1 ¢alismada ITS, translation elongation factor 1 alpha (TEF 1 alpha), 16S ribozomal DNA
bolgelerini hedef alan problar tasarlamistir. Aphanomyces cochlioides, Botrytis cinerea, Penicillium
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expansum patojenlerin tanisinin yapildigi ¢alismada, mikroarray teknolojisinin, ¢ok sayida patojenin
oldugu durumlarda hizli ve giivenilir bir tespit yontemi oldugu bildirilmistir. Diger bir ¢aligmada ise
DNA ¢ip hibridizasyon yontemi ile ras-related GTP-binding protein 1 gen (Yptl) ve ITS bolgelerini
hedef alan problar araciligiyla Phytophthora tiirlerinin tespiti gergeklestirilmis ve ayni anda bir
mikroarray ¢ipi tizerinde 40 Phytophthora, 2 Pythium ve bir tane Phytopythium tiirii tespit edilmistir
(Konig ve ark., 2015).

SONUC

Bitki patojenlerinin neden olduklar1 ekonomik kayiplarin azaltilabilmesi i¢in hizli1 ve dogru bir
sekilde tespit edilmesi, uygun kontrol stratejilerinin gelistirilmesi olduk¢a 6nemlidir. Ozellikle
karantinaya dahil olan etmenlerin en hizli sekilde tanisi yapilmali ve bu hastaliklarin iilkeye girisi ve
yayillmast engellenmelidir. Bir¢ok bitki patojeninin klasik tespitinde karsilasilan genel sorunlar ve
giinlimiizde bazi bitki patojenlerinin taksonomik gelismelere bagli olarak morfolojik karakterler ile
ayrilamamasi nedeniyle bitki patojenlerinin tespiti ve tanisinda molekiiler tekniklerin kullanilmasi
zorunlu hale gelmistir. Ancak patojenlerin taninmasi ve dogru tespit yontemlerinin se¢ilmesinde
patojenin karakteristik 6zellikleri, miktari, ortam kosullar1 ve mevcut imkanlar g6z 6ntline alinmalidir.
Bu kapsamda mevcut patojene ve ortam kosullarina gore kullanilan yontemler farklilik géstermektedir.
Bu nedenle iilkemizde de uluslararasi standardize olmus tekniklerin kullanilir hale getirilmesi ve bu
alanda calismalarin yapilmasi bitki mikolojisi agisindan Onem teskil etmektedir. Bu derleme
caligmasinin, lilkemizdeki bitki patojenlerinin hizli bir sekilde tespit edilmesine katki saglayacagi
diistiniilmektedir.

Cikar Catismasi

Yazarlar arasinda herhangi bir ¢ikar ¢atismasi yoktur.
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