Bitki patojenlerinin tespitinde klasik pcr yontemi yaygin olarak kullanilmakla beraber molekiiler
tekniklerdeki gelismelere paralel olarak degisik PCR’a dayali yontemler hastalik etmenlerinin

tespitinde kullanim alan1 bulmustur.

Bio PCR

Tohumla taginan fungal hastalik etmenleri genellikle degisik kisimlarda diisiik miktarlarda
bulunabilmekte ve bu sebeple patojen DNA’sinin PCR ile tespiti miimkiin olamayabilmektedir.

Bu kapsamda yiiksek hassasiyete sahip ‘BIO PCR’ ydntemi gelistirilmistir (Schaad vd. 1995).

Yontem, tohum dokularindaki fungal patojen miktarim1 artirmak i¢in 6n inkiibasyon asamasi
icermekte ve daha sonra DNA ekstraksiyonu ve PCR reaksiyonu ile patojen tespiti yapilmaktadir.
Bu yontemin fungal etmenlerin teshisinde etkili bir yontem oldugu bildirilmistir (Munkvold 2009).
Ancak bu yontemde inkiibasyon esnasinda hastalik etmeninin diger saprofit organizmalar

tarafindan baskilanmasi bu PCR yontemindeki en 6nemli engel olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

PCR 6ncesinde tohumlar filtre kagidi arasinda veya petri kaplarinda nemli kosullarda inkiibasyona
tabi tutulmaktadir. Ortamda besin olmamasi, tohum ylizeyinde ¢ok az veya hi¢ bakteri olmadan
fungus gelisimine izin vermektedir. Hedef patojenin gelismesi ve saprofitik funguslarin engelleme

oranini belirlemek i¢in inkiibasyon periyodunun siiresi 6nem tagimaktadir.

BIO PCR geleneksel PCR’a gore oldukca avantajli bir yontemdir. Yiiksek hassasiyet, PCR
inhibitdrlerinin engellenmesi, sadece canli organizmalarin tespit edilebilmesi ile 6lii dokulardan
elde edilen yanlis sonuglardan kacinilmasini saglamaktadir. Klasik PCR’a gore dezavantajlari ise
secici ortam kullanilmasi ile daha maliyetli olmasidir. Bununla birlikte fungus kiiltiirlerinin

gelismesi zaman almaktadir (Marcinkowska 2002).

Nested PCR

PCR spesifitesini arttirmak igin gelistirilen bir diger yontem Nested PCR’dir. Non-spesifik
baglanmalar1 ortadan kaldirmak i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu yontem birbirini izleyen
iki PCR reaksiyonundan olusmaktadir. Ilk amplifikasyonda elde edilen PCR fiiriinii ikinci primer
seti ile tekrar amplifiye edilmektedir. Ik uygulamada hedef patojenin genomu icerisindeki bir

bolge spesifik olarak cogaltilmakta, ikinci uygulamada ise ilk amplifiye edilen bolgenin i¢ kismina



primer ¢ifti baglanarak daha kiigiik bir hedef bolgenin ¢ogaltilmasini saglamaktadir (Sekil 2.1).
Yontemin PCR hassasiyetini 10*kat arttirdign belirtilmektedir (Sevindik ve Murathan, 2013).

RT PCR

mRNA ve viral RNA gibi RNA dizilerinin amplifikasyonu amaciyla kullanilir. Bu PCR ¢esidinde
bir reverse transkriptaz enzimi ve DNA primeri kullamlir. Oncelikle RNA revers transkriptaz
enzimi ile RNA tamamlayict DNA’ya (complementary DNA: cDNA) c¢evrilir . Daha sonra
standart PCR kullanilarak ¢cogaltma islemi yapilir

PCR-RFLP

Restriksiyon enzimleri kullanilarak DNA’nin farkli biiytikliikteki fragmentlere ayrilmast RFLP
(Restriktion Fragment Length Polymorphism) olarak adlandirilir. Ilk olarak spesifik primerler
kullanilarak belirli bir DNA bolgesi (ITS, IGS vb.) cogaltilir. Hedef DNA iizerinde yaklagik 5-10
baz uzunlugunda belirli bir niikleotid dizisini tantyarak belirli noktadan kesim yapan Restriksiyon
enzimleri kullanilir. Restriksiyon enzimleri ¢ift zincirli DNA'nin sadece spesifik baz dizilerini

tanimakta ve diziyi bu bolgelerden kesmektedir.

Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD):

Genetik marker olarak kullanilabilen amplifikasyon {iriinleri olusturmak icin kisa, rasgele
sentezlenen 9-10 bp lik oligoniikleotit primerler ile gergeklestirilen RAPD yontemi ilk kez 1990
yilinda Williams et al. tarafindan bulunmustur. Bu yontemde amplifikasyonlar total genomik DNA
izerinde gerceklestigi icin RAPD analizi tek bir genetik bolge i¢indeki varyasyondan ziyade tiim
genomdaki genetik varyasyonun degerlendirilmesine olanak saglamaktadir. Amplifikasyon
kosullarina bagli olarak farkli DNA {iriinleri meydana gelmekte ve her amplifikasyon triinii

genomik DNA ile kullanilan primerler arasindaki kismi sekans benzerliklerini gostermektedir .

Inter-simple sequence-repeat (ISSR) polymorphism

Bu yontem genetik farkliliklarin arastirilmasinda, genom haritalamasinda filogenetik
arastirmalarda evrimsel biyoloji alanlarinda yaygin olarak kullaniimaktadir. Bu metotda basit

sekans tekrarlart ISSR boélgelerini amplifiye etmek i¢in primer olarak kullanilmaktadir. Temel



olarak ISSR teknigi karsit iplikciklerde bulunan iki ayn1 mikrosatellit tekrar bolgesi arasindaki

DNA segmentinin amplifikasyonuna dayanan bir PCR metodudur.

Real time PCR

Real time PCR hedef DNA amplifikasyonunun es zamanl olarak degerlendirilmesine olanak
saglayan hizli ve hassas bir yontemdir. Yontemde her dongii sonrasinda olusan 1g1ma es zamanli
olarak degerlendirilerek patojen miktarindaki degisimler goriintiilenebilmektedir. Klasik PCR’a
gore dnemli istiinliikleri bulunmaktadir. Ilk olarak Real time PCR, klasik PCR’da oldugu gibi
PCR sonrasi islemler (elektroforez) gerektirmemektedir. Ayrica daha yiiksek seviyede etkinlik ve
hassasiyet ile daha kisa DNA fragmentlerinin ¢ogaltilmasina olanak saglamaktadir (Garrido vd.
2009, Okubara vd. 2005). Bu yontem basta dnemli karantina etmenleri olmak iizere bir¢ok hastalik

etmeninin tespitinde yaygin bir kullanim alan1 bulmustur.

Real time PCR’m en oOnemli 6zelligi kantitatif analiz yapmasidir. Hedef DNA’nin zaman
icerisinde miktarinda meydana gelen degisimi kesin bir sekilde tespit etme imkani1 sunmaktadir.
Tespit igin farkli kimyasallar bulunmasina ragmen bitki patojeni funguslarin tespitinde daha ¢ok
SYBR green teknolojisi tercih edilmektedir. Multiplex Real time PCR gibi farkli teknikler ile
birden fazla patojen teshis edilebilmektedir. Y6ntemin temelini raporter molekiillerin olusturdugu
floresan miktarinin 6l¢imii olusturmaktadir. Her dongili sonucunda ortaya ¢ikan floresan 1sima
kaydedilerek reaksiyon tliplinde olusan ilk anlamli artis eksponensiyal fazdan itibaren

goriintiilenebilmektedir.

Fluorescence in situ hybridization (FISH)

Floresan in situ hibridizasyon (FISH), patojenlerin ribozomal RNA bdlgelerini hedef alan spesifik
problarin kullanimi ile kiiltiire alinmadan dogrudan floresan veya konfokal mikroskop ile
tanimlanmasini saglayan bir yontemdir. Spesifik ve duyarli olmasinin yanisira kisa siirede tiir
diizeyinde ayrim yapmaya olanak saglamaktadir (Amann 1995). Fish yontemi tibbi genetik,
patojen tespiti, biyoteknoloji ve molekiiler ekoloji gibi bilim dallarinda yaygin olarak

kullanilmaktadir.

Yontemin en biiyiik avantajlarindan birisi niikleik asit dizilerini hiicre biitiinliigli bozulmadan

inceleme imkani sunmasidir. Hedef alinan bolgeye spesifik floresan isaretli problar, hiicre



icerisinde hedef gen ile hibridize olmakta ve daha sonrasinda patojenler floresan mikroskopta

tespit edilmektedir (Zwirglmaier 2005, Amann vd. 1995).

Next genaration

Yeni nesil dizileme yontemi tim genom, transkriptom, DNA-protein interaksiyonunu ortaya
koymak i¢in uygulanabilen genis kapsamli bir teknolojidir. Biyolojik arastirmalarin hizli bir
sekilde yapilmasina olanak saglamaktadir. Giinlimiizde farkli yeni nesil sekanslama teknolojileri
gelistirilmistir. Bunlar 454 GS20 pirodizileme (Roche Applied Science), Solexa 1G (Illumina,
Inc.), SOLiD (Applied Biosystems), Heliscope (Helicos, Inc.) ve Ion Torrent teknolojileridir. Yeni
nesil sekans teknolojilerinin en biiyiik avantaji DNA pargalarinin klonlanmasina gerek olmadan
amplifiye olmus tek zincir DNA {izerinden dizi verilerinin elde edilmesidir. En biiylik dezavantaji
ise yliksek maliyet gerektirmesi ve elde edilen verilerin degerlendirilmesi igin gelismis bilgisayar

yazilimlarina ihtiya¢ duyulmasidir.

Yeni nesil sekanslama 3 temel adimda gerceklestirilmektedir. ilk olarak DNA rastgele
kesilmektedir. Daha sonra universal adaptorler kesilen DNA fragmentlerine baglanmakta ve bu
fragmentler ¢ogaltilmaktadir (Shendure ve Ji, 2008). Dizileme 3 sekilde yapilmaktadir: sentez
araciligiyla, ligasyon aracilifiyla ve tek molekiil dizileme. Bu dizileme sekilleri arasinda okuma

uzunlugu, hata orani, verim ag¢isindan farkliliklar bulunmaktadir.

LAMP (Loop-mediated isothermal amplification)

Loop-mediated isothermal amplification (LAMP), 6zel olarak tasarlanan 4 primer seti ve DNA
polimeraz kullanilarak izotermal kosullar altinda hedef DNA "nin yliksek 6zgiinliikte, etkinlikle ve
hizli bir sekilde amplifiye eden gii¢lii ve yenilik¢i bir niikleik asit amplifikasyon yontemidir
(Notomi vd. 2000, Parida vd. 2008, Tomita vd. 2008). Bir saatten daha az siirede hedef DNA’nin
10°°dan 10'"a kadar kopyasi olusturulabilmektedir. Hizli amplifikasyonun yanisira bulasict
hastaliklarin izlenmesinde ¢ok yonlii ekipmanlara ve deneyimli personele ihtiya¢ duyulmadan
klinik teshislerin uygulanmasina olanak saglamaktadir. Yontem ilk olarak Notami ve arkadaslar
tarafindan tanimlanmistir ve hepatit B viriisliniin tespiti i¢in degerlendirilmistir (Notomi vd. 2000).
LAMP yontemi daha ¢ok bakteri, viriis ve parazit etmenin tespitinde kullanilmasina ragmen
tohumlarda patojen olan funguslarin hizl tespitinde yaygin kullanim alan1 bulmustur (Mancini vd.

2016).



Magnetic capture hybridization (MCH) PCR

MCH PCR patojen DNA’smin oldukca diisiik miktarda olan Orneklerde, klasik DNA
ekstraksiyonlarinda patojen DNA’smin izole edilememesi ve PCR inhibitorlerinden dolay1
karsilasilan negatif sonuglarin azaltilmasi icin gelistirilmis PCR yontemidir. Bu yontemde ilk
olarak biyotin ile etiketlenmis patojene spesifik problarin manyetik boncuklarla kaplanarak hedef
DNA'’ya baglanmasi saglanmaktadir. Bu amagla 6rnek siispansiyonu 100 °C de inkiibe edilerek
cift sarmal patojen DNA’sinin tek sarmal hale gelmesi saglanmakta ve manyetik boncuklarla kapl
problar tek sarmal DNA’ lara baglanmaktadir. Daha sonrasinda bu sekilde hibridize edilen prob-
patojen DNA’s1, lizerlerinde bulunan manyetik boncuklarin 6zel miknatislar ile tutulmast ile tiipiin
cidarinda toplanmaktadir. Bu sekilde klasik yontemlerle karsilastirildiginda hedef DNA’nin
kayiplar1 engellenerek diisiik miktarlardaki patojen DNA’sinin diger molekiillerden ayrilmasi
saglanmaktadir. Hazirlanan DNA 6rnekleri daha sonra PCR amplifikasyonunda kullanilmakta ve

spesifik primerler kullanilarak hedef DNA tespit edilebilmektedir.

DNA array hybridization

DNA array teknolojisi naylon filtre (macroarray) veya cam lam (microarray) iizerinde sabitlenmis
oligoniikleotid problardan olugsmaktadir. Microarray 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 amplikonlar arasindaki hibridizasyona
baglh olmaktadir. Yiiksek ayrim potansiyeli ile iki amplikonda tek niikleotid farkliligin1 (SNP)
ortaya koyulmaktadir (Lievens vd. 2006, Zhang vd. 2008). Gen ifade profilleme, hastaliklarin
tanisi, SNP tespiti, gen tanimlama, patojen tespiti gibi alanlarda kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda
array teknolojisi, DNA chips, biochips, gene chips, gene arrays, genome chips, genome arrays gibi

farkli isimlerle de bilinmektedir.



