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Anthracnose disease in citrus occurs as dieback in shoots, spot on leaves, early leaf
and fruit drop and anthracnose symptoms in fruits. Colletotrichum gloeosporioides,

Accepted: 18.04.2020 a causal agent of anthracnose, causes severe infections in many citrus species and

varieties, including lemon. Fungal pathogen C. gloeosporioides can be diagnosed
Keywords: by morphological, molecular methods and protein-based spectrum analyzes. This
citrus, anthracnose, Colletotrichum study was conducted to perform a rapid identification of C. gloeosporioides, using
gloesoporioides, LAMP, identification the LAMP technique. Specific primers for the LAMP method were designed using

the computer program (Primary Primer Explorer V3) (http://primerexplorer.jp/e),

with primer sets specific to each gene region (F3 / B3 and FIP / BIP) of the gene
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sequences of the C. gloeosporioides strain. The specificity of the primers intended
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for use in the LAMP reaction was evaluated by using different three isolates of
C. gloeosporioides and Fs4 isolates of Fusarium solani using a total of 3 DNA
samples. Genomic DNA was used in the amount of 1 ng ul" in the PCR study and
10 fg pI' in the LAMP study. As a result, C. gloeosporioides isolates glowed in
tubes when examined with fluorescent dye. However, no glare was observed in the
tube with F. solani. LAMP analysis showed that it successfully detected genomic
DNA from C. gloeosporioides, but F. solani was unable to detect the genomic
DNA obtained. After 2 hours of analysis with LAMP technique, the pathogen was
detected in a short time with the successful results.

GIRIS

Diinyada en fazla yetistirilen ve titkketilen meyve grubunda yetistiriciligi yapilan alanlarda tiretimini kisitlayan birden
yer alan turunggil tiretimi, 8 milyon ha alanda 133 milyon fazla hastaliktan birisi de Colletotrichum tiirlerinin neden
ton olarak gergeklestirilmistir. Turunggil tretiminde oldugu antraknozdur. Bu hastalik, hem olgunlagmakta
iilkemiz, 5 milyon tonla altinci sirada yer almaktadir hem de olgun olan bitki dokularinda ve meyvelerde derim
(FAO, 2017). Ulkemizdeki iiretilen turuncgillerin 1 milyon oncesi ve derim sonrasi enfeksiyonlara neden olmaktadir.
tondan fazlasini limon tiretimi olugturmaktadir. Turunggil Turunggilde antraknoz hastaligi siirgiinlerde geriye
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dogru kuruma, yapraklarda leke, erken donem yaprak
ve meyve dokiimleri, meyvelerde antraknoz belirtileri
seklinde ortaya c¢ikmaktadir. Bu belirtilere bitkilerin
tiim vejetatif ve generatif organlarinda rastlanmaktadir.
Colletotrichunra bagl tiirler, konuk¢u dokularini enfekte
ederken hiicre iginde hemibiyotrof ve kiitikula altinda
nekrotrof yasam tarzini kullanirlar. Colletotrichum, son
zamanlarda ekonomik ve bilimsel olarak en 6nemli
10 bitki patojeni arasinda yer almaktadir (Dean et al.
2012). Diinya ¢apinda birgok bitkiyi hastalandirabilen
Colletotrichum’un, yaklagik olarak 600 tiirti bulunmaktadir
(O’Connell et al. 2012). Colletotrichum cinsi igerisinde
bulunan C. gloeosporioides, tilkemizde limonda en yaygin
olan tiir olarak kaydedilmistir (Uysal and Kurt 2018, Uysal
et al. 2016).

C. gloeosporioides’in tiir tanisinda giintimiizde kullanilan
en yaygin ve hizli yontem konvansiyonel polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) teknigidir. Biyoteknolojide PCR
standart bir yontem olmasina ragmen, bu teknik, hizh
termal dongii, 6zgiinlik ve amplifikasyon verimliliginin
dusukliugi gibi cesitli igsel dezavantajlara sahiptir. Bu
dezavantajlari dikkate alarak, C. gloeosporioides’in tanisinda
kullanilabilecek yeni bir niikleik asit amplifikasyon
yontemi gelistirilmistir. Konvansiyonel PCRa gore hizli,
ucuz ve daha kararli olmast ile dikkat geken LAMP teknigi,
tarimsal tretimdeki bitki patojenlerinin erken tespit ve
teshisinde ¢ok daha uygundur. Herhangi bir 6zel ekipmana
ihtiyag duymadan PCRa kiyasla yiiksek hassasiyet ve
etkinligi ile DNA amplifikasyonu saglamaktadir (Kandan
etal. 2016).

Yeni bir niikleik asit amplifikasyon yontemi olan, LAMP
(Loop-Mediated Isothermal Amplification) ilk kez 2000
yilinda Notomi et al. (2000) tarafindan bildirilmistir.
LAMP yontemi patojenik bitki viriisleri (Fukuta et al.
2013), viroidler (Boubourakas et al. 2009), funguslar
(Duan et al. 2014, Fukuta et al. 2014, Hudson et al. 2019,
Lenarcic et al. 2014, Moradi et al. 2014, Takahashi et al.
2014, Tomlinson et al. 2010a, 2010b, Zhang et al. 2013),
bakteriler (Dobhal et al. 2019, Rigano et al. 2014, Waliullah
et al. 2019,) oomycete (Dai et al. 2012, Fukuta et al. 2013),
kiilleme (Thiessen et al. 2018) patojenleri ve nematodlar1
(Kikuchi et al. 2009) tespit etmek i¢in kullanilmistir. Bu
yontem, hedef DNAnin sarmal yer degistirme aktivitesine
sahip bir Bst DNA ile 6 veya 8 farkli bolgesine dayanan
ozel tasarim 4-6 primerden olugmaktadir. Kisaca, LAMP
tekniginde 6 adet primer, hedef DNA'nin 8 farkli noktasini
tanimaktadir. Bu yontem, kapali bir sistem oldugu i¢in
kontaminasyon riski az olup, farkli miktarlardaki yabanci
DNA, yontemin duyarliligini etkilemez. Bu teknik, hizl
ve sabit sicaklikta (60-70 °C), bir saatte tek bir kopyadan
10 (2) kopya ¢ogaltilabilir. Dolayis1 ile zaman kayb:
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olmadigindan, daha hizli sonu¢ alman bir yontemdir.
LAMP iriinlerine DNA

mavisi (HNB) gibi metal iyon gostergeleri ile ethidium

eklenerek ve hidroksinaftol

bromide, SYBR Green propidium iodide, veya Quant-iT
PicoGreen, CuSO4 veya kalsein gibi boyalar aracilig: ile
renk degisimleri ¢iplak gozle goriilebilmektedir (Goto et
al. 2009, Tomita et al. 2008). LAMP iriinleri ayrica real-
time yontemleri ile de belirlenebilir (Bekele et al. 2011).

Maya ve diger bazi fungal tirler igin LAMP bazh
analizlerde kullanilan primer setleri halka agik veri
tabanlarindan kolayca elde edilebilen standart diziler
tefl, btub gibi

housekeeping genler ile rodA, yptl genleri ve ayrica

tizerinde ¢aligilmigtir. acll, amyl,
universal genler fungus ¢aligmalar: i¢in yaygin kullanilir.
Ancak, aragtirmalara gore toplam LAMP ¢aligmalarinin
yaklagik yarisi evrensel olarak bilinen ribozomal RNA
(rRNA) gen kodlamasi en yaygin kullanilan gen bolgesidir

(Niessen 2015).

Pratik
ozglinligtinden dolay1 LAMP teknigi, fungal patojenlerin

uygulamalarda  hassasiyeti,  hizliligit  ve
belirlenmesinde potansiyel bir oneme sahiptir. Yakin
gelecekte, LAMP tabanli teshis ve tanimlama klinik, gida,
gevre, tarim gibi alanlardaki fungal etmenlerin tespitinde
klasik yontemlerin yerini almasi beklenmektedir. Onemli
organizmalarin hizli ve kesin tespitinin yapilmas: ile
tibbi bakim, temizlik ve karantina uygulamalarinda,
deney ve gida kalitesi kontrol uygulamalarinda yapilmasi
gerekenler hakkinda karar vermeyi kolaylastirmak adina
LAMP tekniginin kullanimimin yayginlasmas: oldukga
6nem arz etmektedir. Ayrica, LAMP tabanl tani igleminin
kisalig, ithalat ve ihracat sirasinda bitki ve hayvanlarin
mikroorganizma analizleri i¢in gerekli olan bekleme
stiresini kisaltmasi agisindan olduk¢a 6nemlidir (Niessen
2015).

Bagda Botrytis cinerea'nin ITS gen bolgelerine bagli olarak
tasarlanan primerler kullanarak yiiriitilen LAMP teknigi,

bagarili sonuglar gostermistir (Niessen 2015).

Konukgu bitkiye ozellesme gosteren bitki patojeni
funguslarin tespitinde LAMP teknigini kullanarak, muz
bitkilerinde solgunluk olusturan E oxysporum f.sp. cubense
(Panama hastalig1), hizli bir sekilde tanimlanabilmistir
(Li et al. 2013). Yine ayni teknikle, E oxysporum f.sp.
lycopersici (domates) ve f.sp. niveum (karpuz) gibi 6nemli
bitki patojenleri ve mango bitkisinde patojen Fusarium
mangiferae’nin hassas tanisi gergeklestirilmistir (Pu et al.
2014). EPPO’nun karantina listesinde yer alan ve turunggil
meyvelerinde siyah leke hastaligina sebep olan Guignardia
citricarpanin tespiti, LAMP teknigi ile kisa siirede, kesin
ve hassas sonuglar vermistir (Tomlinson et al. 2013). Yine

6nemli karantina patojenlerinden Phytophthora kernoviae,



Bitki Koruma Biilteni / Plant Protection Bulletin, 2020, 60 (3) : 25-32

Phytophthora ramorum, Phytophthora melonis, Phytophthora
sojae, Phytophthora cinnamomi ve Puccinia striiformis
f.sp. triticinin belirlenmesinde LAMP teknigi, basaril1 bir
sekilde uygulanmigtir (Dai et al. 2019, Niessen 2015). Bu
sonuglara dayanarak karantina patojenlerinin kisa siirede
ve kesin olarak varliginin tespiti LAMP teknigi ile kolayca
gerceklestirilebilecektir.

Ote yandan Hindistan'n farkli bélgelerinden toplanan
enfekteli biber tohumlarindan C. capsicinin hizli ve
hassas tespiti i¢in yapilan ¢alismada, klasik PCR’a gore,
LAMP tekniginin giivenilir bir seklide kullanilabilecegi
kanitlanmistir (Kandan et al. 2016). Enfekteli ¢ilek
bitkilerinde C. gloeosporioidesin hizli tespiti i¢in
yapilan ¢aligmada (Katoh et al. 2016), LAMP teknigi
ile C. gloeosporioides’in hizli ve hassas bir gekilde tespit
edildigi ve C. acutatum, C. aenigma ve C. siamense gibi
farkli Colletotrichum tiirlerinin de ayirt edilebildigi
bildirilmistir. Ayrica, LAMP teknigi kullanarak C.
acutatum’un neden oldugu soya antraknozunun hizh
tespiti gseklinde ¢aligma yapilmistir. Caligma igin, Rbpl
(Large subunit RNA polymerase II) hedef gen bdlgesine
gore LAMP teknigi i¢in primer tasarlamislardir. 62 °Cde
70 dk amplifikasyondan sonra SYBR green I boyasi ile
LAMP reaksiyon {iriinleri yesil renkte parlamasiyla
C acutatum’un  varhiginin  belirlemislerdir. LAMP
yonteminde 100 pg pl* hedef genomik DNA reaksiyonun
caligmasi igin yeterli bulunmustur. Cindeki soya
alanlarindaki ve marketlerde satilan soya tohumlarindaki
C. acutatum patojenini belirlemede Ppbl-Ct-LAMP
tekniginin, olduk¢a yararli oldugu belirtilmistir (Tian et
al. 2017).

Ulkemizde ise laboratuvar ve saha calismalarinda LAMP
tekniginin basta Colletotrichum’a bagh tiirler olmak tizere
bitki patojenlerinin hizli tan1 ve tespitine yonelik herhangi

bir arastirma bulunmamaktadir.

Bu yiizden bu ¢aligmada, Turunggilde antraknoz etmeni
Colletotrichum gloeosporioidesin LAMP (Loop-Mediated
Isothermal Amplification) teknigi kullanilarak hizh
tanisinin - yapilmast amaglanmistir.  Bu  yeni LAMP
yontemi, C. gloeosporioides’in neden oldugu Turunggildeki

antraknoz hastaliginin kontrol edilmesi ve izlenmesi i¢in

6nemli bir referans veri ortaya koyacaktir. Colletotrichum,
taksonomisi komplike bir cins oldugundan dolayy, tiirlerin
teshisinde multilokus dizi (MLS) analizi kullanilmaktadir.
MLS analizleri olduk¢a pahali, zaman alici ve pratik
degildir. Bu nedenle, bellirli bir bolgedeki Colletotrichum
cinsine bagli belli bir tiiriin teshisini hedef alarak yapilacak
¢aligmalarda LAMP teknigi olduk¢a ekonomik, hizl
ve yiksek Ozgiinlige sahip olmasindan dolayr tercih
edilmektedir.

MATERYAL VE METOT
Fungal kiiltiirler ve DNA ekstraksiyonu

Calismada kullanilan fungal kiiltiirler, Dogu Akdeniz
Bolgesinde turunggil iiretim alanlarinda antraknoz patojeni
Colletotrichum tiirlerinin belirlenmesi amaciyla yiiriitiilen
proje kapsaminda elde edilmistir. Bu arastirmada, C.
gloeosporioidesin morfolojik ve molekiler yontemlerle
kesin tanilari yapilmis LC1 (Mersin-Silifke), LC3 (Adana-
Imamoglu) ve LC5 (Hatay-Erzin) izolatlar1 kullanilmistir.
Kontrol fungus olarak ise, turung¢gilde kok ¢iirtklugiine
neden olan Fusarium solaninin (Kurt et al. 2019) Fs4 izolat1
kullanilmigtir. Denemede yer alan tiim fungal kiiltirler,
patates dekstroz agar (PDA) besi yerinde 25 °Cde 5 giin
boyunca gelistirilmistir. Fungal miselyumlardan DNA
izolasyonu, Qiagen DNeasy (250) Plant mini kit (Qiagen
Inc., Germany) kullanilarak gergeklestirilmistir. DNA
konsantrasyonlari, spektrofotometre (Qubit 3.0) ile 6l¢iilmiis
ve ekstrakte edilen DNAlar, daha sonra kullanilmak tizere

-20 °Cde dondurucuda saklanmustir.
LAMP primerlerin tasarlanmast

LAMP yontemi igin, C. gloeosporioides tiirtiniin gen dizileri
her gen bolgesine 6zgii primer setleri (F3/B3 ve FIP/BIP);
‘Primer Explorer V3’ adli bilgisayar programi (http://
primerexplorer.jp/e) kullanilarak tasarlanmis ve bu primer
setleri, ilgili firmadan temin edilmistir. S6z konusu primer
setleri, Genbank'ta Colletotrichum’un 25 tirtini yiksek
olasilikla kapsayan 5.8S ribosomal RNA-internal transcribed
spacer (ITS) 2 gen bolgesinden segilerek belirlenmistir.
LAMP metodu ile C. gloeosporioides DNAsin1 ¢ogaltmakta
kullanilan primer ¢iftleri, bunlarin tasarlandig gen bolgeleri

ile dizilimleri Cizelge 1'de gosterilmistir.

Cizelge 1. Colletotrichum gloeosporioides’i tespit etmek i¢in kullanilan LAMP primerlerinin niikleotid dizileri

Primer Tip Sekans (5°-3%)

CgF3 F3 ATGCCTGTTCGAGCGTC

CgB3 B3 TCCGAGGTCAACCTTTGGAA

CgFIP FIP (Flc + F2) GCCACTACCTTTGAGGGCCTACTTTCAACCCTCAAGCTCTGC
CgBIP BIP (B2 + Blc) CGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAAGGGTTTTACGGCAAGAGTCC
CgLF LF GTAGGGCCCCAACACCA

CgLB LB CTTTACGTCTCGCACTGGGA
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PCR ve LAMP tekniginin uygulanmas:

LAMP

primerlerin ozgiinliikleri, Colletotrichum gloeosporioidesin 3

reaksiyonunda  kullanilmak  {izere tasarlanan
farkl izolat: ile Fusarium solani’ nin Fs4 izolat1 olmak {izere
toplam 4 DNA 6rnegi kullanilarak degerlendirilmistir. LAMP
teknigi icin; distile su, primer karisimu (FIP, BIP, F3, B3), 2X
reaksiyon tamponu, Bst DNA polimeraz enzimi ve DNA
ornegi kullanilmisti. LAMP reaksiyonu, son hacim 25 pl
olacak sekilde hazirlanmustir. Bu reaksiyonda 2 pl gogaltilacak
DNA 6rnegi, 12.5 ul LAMP tamponu, 0.9 pl primer karisimi
(FIB ve BIP primerleri-F3 ve B3 primerleri), 1 pl 8 birim
Bst DNA polimeraz enzimi ve 8.6 pl steril saf su eklenerek,
reaksiyon hazirlik iglemi tamamlanmustir. Daha sonra 65 °C
sabit sicaklikta 90 dakika boyunca yiiriitiilen reaksiyon sonrasi
islem, 80°Cde4 dakika inkiibe edilerek durdurulmugtur. LAMP
teknigi uygulandiktan sonra elde edilen sonuglarin gorsel
olarak degerlendirilmesi, QIAxcel otomatik jel goriintileme
cihazi (Qiagen, QIAxcel Advanced system, Almanya)
ile yapilmistir. Bunun yani sira floresan boya yontemiyle
orneklerin ¢iplak gozle izlenebilmesi igin 1 ul Sybeer Green I
(InvitrogenTM) boya eklenmis 6rnek tiipleri, bir siire gézlem
altinda tutulmustur. Daha sonra pozitif 6rneklerin bulundugu
tip icerisinde yesil floresan renk olusum durumlarina
gore degerlendirme yapilmigtir. PCR amplifikasyonu igin
kosullar, 95 °Cde 3 dk baslangi¢ denatiirasyonu, 95 °Cde 1 dk
denatiirasyon, annealing sicakligi 63.4 °C ile 72 °C’ de 45 sn
ve son asama olarak 72 °Cde 10 dk olarak belirlenmistir. PCR
tiriinlerinin kalitesinin belirlenmesi, fungal DNA jel gortintiis,
otomatik jel elektroforez (Qiagen, QIAxcel Advanced System,

Almanya) cihazinda degerlendirilmesi ile yapilmistir.
SONUCLAR

Denemeye alinan C. gloeosporioidesin LC1, LC3 ve LC5
izolatlarinin genomik DNAlar1 ACTIN ve GAPDH gen
bolgeleri ile; negatif kontrol olarak kullanilan E solanihin
Fs4 izolat;; ITS ve EF-la primerleri ile dizileme islemine
tabi tutulmus ve bu izolatlar, sirasiyla LC1; MF480745 ve
MG951769, LC3; MG272475 ve MG951787, LC5; MF616514
ve MG951781 ve Fs4; MF972071 ve MF972072 seklindeki

erisim numaralari ile NCBI Genbankasina kaydedilmistir.

Denemede, LAMP analizinin hizli sonug vermesi, hassasiyeti
ve 6zglinliigii, PDA besi yerinde gelistirilen C. gloeosporioides
ve E solaniden elde edilen genomik DNA o6rnekleri
kullanilarak belirlenmistir. Buna gore genomik DNA klasik
PCR ¢aligmasinda 1 ng pl? kullanilirken, LAMP tekniginde
10 fg pl! oraninda kullanilmis ve buna ragmen denemede
olumlu sonuglar elde edilmistir. Béylece LAMP tekniginde,
PCR ¢aligmalarinda kullanilan genomik DNA miktarindan
olduk¢a az miktarda DNA kullanimistir. Bu ¢alisma ile
LAMP tekniginin hassasiyeti de net olarak ortaya konmustur.
LAMP analiz reaksiyonu sonrasinda 1 pl Sybeer Green I
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(InvitrogenTM) boya eklenen ornek tiipleri, UV 151k altinda
incelendiginde; C. gloeosporioides izolatlarinmn bulundugu
tiiplerde belirgin bir parlama (151ma) oldugu fakat, . solaninin
bulundugu tiipte herhangi bir parlama (i51ma) olmadig
tespit edilmigstir (Sekil 1). Elde ettigimiz bulgular, LAMP
analiz teknigi ile sadece C. gloeosporioides den elde edilen
genomik DNAnin basariyla belirlendigini gostermistir. Ancak
E solani'den elde edilen genomik DNA, bu teknik ile tespit
edilememistir. Béylece, LAMP teknigi ile 2 saat gibi kisa bir
slire igerisinde yapilan analiz sonucunda patojenin varlig1 tespit
edilebilmistir. Bu durum LAMP tekniginin, Colletotrichum gibi
etmenlerin tespitinde hizli bir tan1 yontemi oldugunu ortaya
koymustur. Ayrica, otomatik jel elektroforez cihazinda yapilan
goriintileme sonucunda; LAMP reaksiyonunun pozitif
oldugu yerlerdeki iiriinlerde siiriintii seklinde yogun bantlarin
olustugu ve bu teknigin, C. gloeosporioides igin basaril
sonuglar verdigi gosterilmistir. Negatif kontrol olarak alinan
E solani, jel elektroforez goriintiisiinde LAMP reaksiyonunda
bant olusturmayarak bu teknigin, C. gloeosporioides igin
uygulanabilir ve pratik oldugunu ortaya koymustur. Ayrica
dogrulama yapmak i¢in, C. gloeosporioides igin spesifik primer
olan GAPDH ile yapilan PCR reaksiyonunun jel elektroforez

cihazinda goriintilenmesi sonucunda bantlar gézlenmistir.

Sonug olarak LAMP tekniginin sonuglari, PCR reaksiyonu ile
dogrulanmistir (Sekil 2).

Sekil 1. LAMP amplikonlarinin floresan Sybeer Green I
boyas1 UV 151k altinda parlamasi ile gorsel incelenmesi (1:
Fusarium solani, 2, 3, 4: C. gloeosporioides LC1, LC3, LC5)

500bp
400bp

300bp

200bp

100bp

Sekil 2. LAMP teknigi ve PCR C. gloeosporioides ve F.
solani’nin elektroforez jel performanslari (A1, size marker:
LAMP teknigi, A2-A5: C. gloeosporioides, A6: E solani, A11-
A12:GAPDH primeri ile C. gloeosporioides’in PCR analizi)
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TARTISMA VE KANI

LAMP

antraknoz etmeni C. gloeosporioides’in hizli tanisini

Bu c¢alisma, teknigi kullanilarak Turunggil

gerceklestirmek i¢in yiritilmistir. Calismada bu
teknigi kullanarak pozitif érnek olan C. gloeosporioides
ve negatif érnek F solani patojenlerinin ayirimi net bir
sekilde yapilmistir. Bitki patojenlerinin varligini ortaya
koymak i¢in son yillarda yaygin olarak kullanilmaya
baslayan LAMP

etmede dogru ve hasssas bir teknik olarak kullanilmistir.

teknigi, C. gloeosporioides’i tespit
LAMP teknigi, karmagik ve profesyonel alet ve cihazlara
gereksinim duyulmaksizin, floresan boya ile gorsel olarak
izlenebilirliginin kolay olmasi gibi avantajlarinin yanisira
ile hizli ve ekonomik bir 6zellige sahiptir. LAMP, hedef
olmayan DNAnin varligin1 énemli dl¢tide etkilemeden
izotermal kogullar altinda, DNAy1 yiiksek verimle ¢ogaltir
ve hedef baz dizileri i¢in oldukga spesifik bir yontemdir.
Uygun primerlerin hazirlanmasindan sonra basit bir
islemden ibaret olan bu teknik, sadece dort primer, bir
DNA polimeraz ve normal bir laboratuvardaki su banyosu
veya enzim reaksiyonu i¢in 1s1 bloguna ihtiya¢ duyar. Bu
durumda laboratuvardaki kisith imkanlarla patojenlerin
varliginin belirlenmesi bu teknik ile olduk¢a 6nemli bir
segenek sunar. Yitksek duyarlilik ve 6zgiilliik, uygulama
kolaylig1, ekstraksiyon i¢in ayr1 bir cihaz gerektirmemesi,
cok kisa siirede (45-70 dk), sonu¢ alinmasi personel
agisindan  kolay uygulanabilir olmasi olduk¢a dikkat
gekicidir. Ozellikle karantina patojenlerinin tespitinde hizli
ve hassas bir teknik olarak kullanilmasi oldu¢a 6nemlidir.
Gumriik kapilarinda bekleyen tarimsal {irtinlerden alinan
orneklerin bitki patojenleri yoniinden kisa siirede analiz
edilmesi, LAMP tekniginin kullanilmasini1 kayde deger
oranda etkili kilmaktadir. S6z gelimi, halk arasinda tropikal
irk 4 (TR4) olarak adlandirilan Fusarium oxysporum f.sp.
cubense (yeni adiyla E odoratissimum) muz alanlarinda
gittikce artan siddeti ve dolayisi ile sosyo-ekonomik
etkisi de hizla yayilmaktadir. Bu nedenle karantina
onlemlerinin uygulanmasi igin basit, hizli ve gtivenilir
teknolojilerin uygulanmasi kaginilmaz hale gelmektedir.
Bu amagla hem arazide hem de laboratuvar kosullarinda
uygulanabilirligi acisindan LAMP teknigi gelistirilmis ve
TR4 wrkina kars: gelisgtirilen primer setleri ile 22 adet TR4
izolatnin tepiti yapilmustir. Ayrica, 1 (pg pl!) genomik
DNA kullanilarak basarili sonuglar elde edilmistir. LAMP
teknigi sayesinde TR4 ile bulagik muz tiretim alanlarinda
Fusarium solgunlugunun izlenmesi daha kolay olmustur.
Boylece, LAMP’in oldukga basarili ve kullanish bir teknik
oldugu belirlenmistir (Ordénez et al. 2019). Bu ¢aligma
ile, karantina patojenlerinin kontrolii ve izlenebilirligi
agisindan LAMP tekniginin son derece basarili sonuglar

ortaya koydugu kanitlamistir.
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LAMP tekniginin bir diger tistiin yoni, patojenlerde hizli ve
hassas tani imkan1 saglamasidir. Farkl kiiltiir bitkilerinde
son yillarda Colletotrichum’a bagl tiirlerin ekonomik ve hizl
tanisinda LAMP teknigi, stirdiiriilebilir ve hassas bir yontem
olarak kabul edilmeye baglanmistir. Cilek bitkilerini enfekte
eden C. gloeosporioides tiirii (Katoh et al. 2016), sekerkamisi
bitkisinde kirmizi ¢iirtiklik patojeni C. falcatum tiri
(Chandra et al. 2015), biberde antraknoza neden olan C.
capsici fungal patojeni (Kandan et al. 2016) ve soya fasulyesi
bitkisinde antraknoza yol agan C. acutatum tiriiniin (Tian
et al. 2017) tespiti ve tanisnda LAMP tekniginin hizly,
glvenilir, ekonomik ve yararli sonuglar ortaya koydugu
laboratuvar ve saha calismalari ile acik ve net olarak
goriilmektedir. Bu bulgular, ¢alijmamizda elde ettigimiz
sonuglarla uyumlu ve bunlar: destekler niteliktedir.

LAMP yonteminin arastiricilara ya da gesitli kuruluglara
olan maliyeti ele alindiginda, bu testin PCR ¢alismalarina
gore olduk¢a ekonomik oldugu kanisina varilmistir. Ayrica,
LAMP testi ¢alismanin yapildig1 ayni giinde ve toplamda
2 saat icerisinde sonuglanabilirken, PCR islemleri ve gen
sekanslamasi saatler hatta giinler alabilmektedir. Bu yontem,
belirli bolgelerdeki bir patojenin dagilimini, yogunlugunu
hizli ve ekonomik bir sekilde ortaya koymakta oldukga
yararhidir. Bitkilerde ¢nemli bir hastaliga sebep olan ve
siddetli enfeksiyonlara yol agan bir patojenin bolgedeki
varliginin ve haritasinin ortaya ¢ikarilmasinda oldukga
6nemlidir. Turunggillerde C. gloeosporioides’in bu yontemle
varlig1 kisa siirede ortaya konmustur. Bu ¢aliymadan sonra,
farkli patojenlerin bu yontemle tanismin belirlenmesi
aragtiricilara farkl bakis agilar1 sunacaktir.

TESEKKUR

Bu ¢alisma, Hatay Mustafa Kemal Universitesi Bitki Saglig:
Klinigi Uygulama ve Aragtirma Merkezi laboratuvarlarinda
yuritilmistir.

OZET

Turunggilde antraknoz hastalig1 siirgiinlerde geriye dogru
kuruma, yapraklarda leke, erken dénem yaprak ve meyve
dokiimleri, meyvelerde antraknoz belirtileri seklinde ortaya
¢ikmaktadir. Antraknoz etmeni Colletotrichum gloeosporioides,
tilkemizde ozellikle limon bagta olmak tizere birgok turunggil
tir ve gesitlerinde siddetli enfeksiyonlara yol agmaktadir.
C. gloeosporioides fungal patojeninin tanisi, morfolojik,
molekiiler yontemler ve proteine dayali spektrum analizleri
ile yapilabilmektedir. Bu ¢alisma, LAMP teknigini kullanarak
Turunggil antraknoz etmeni C. gloeosporioides’in hizli tanisini
gerceklestirmek igin yiritilmistir. LAMP yontemi igin
spesifik primerler, C. gloeosporioides tiiriiniin gen dizileri her
gen bolgesine 6zgii primer setleri (F3/B3 ve FIP/BIP) ‘Primer
Explorer V3’ adli bilgisayar programu (http://primerexplorer.
jp/e) kullanilarak tasarlanmistir. LAMP reaksiyonunda
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kullanilmak {izere tasarlanan primerlerin 6zgiilliikleri C.
gloeosporioides’in 3 farkli izolatlar1 ile Fusarium solaninin
Fs4 izolat1 olmak {izere toplam 3 DNA o6rnegi kullanilarak
degerlendirilmistir. PCR ¢aligmasinda genomik DNA 1 ng pl*,
LAMP ¢alismasinda 10 fg ul* miktarinda kullanilmigtir. Sonug
olarak, floresan boya ile incelendiginde, C. gloeosporioides
izolatlarmmn bulundugu tiiplerde parlama olmustur. Ancak, F
solaninin bulundugu tiipte parlama gozlenmemistir. LAMP
analizinin C. gloeosporioidesden elde edilen genomik DNAy1
bagariyla tespit ettigini gostermis, fakat F solaniden elde
edilen genomik DNAY1 tespit edememistir. LAMP teknigi ile 2
saat stiren bir analiz sonucunda elde edilen basarili sonuglarla

kasa siire icerisinde patojenin varlig1 tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: turuncgil, antraknoz, Colletotrichum
gloesoporioides, LAMP, teshis
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