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Rapid diagnosis of citrus anthracnose caused by Colletotrichum gloeosporioides 
using a LAMP (Loop-Mediated Isothermal Amplification) assay
Turunçgil antraknoz etmeni Colletotrichum gloeosporioides’in LAMP (Loop-Mediated 
Isothermal Amplification) tekniği kullanılarak hızlı tanısı
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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, 
a causal agent of anthracnose, causes severe infections in many citrus species and 
varieties, including lemon. Fungal pathogen C. gloeosporioides can be diagnosed 
by morphological, molecular methods and protein-based spectrum analyzes. This 
study was conducted to perform a rapid identification of C. gloeosporioides, using 
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 
sequences of the C. gloeosporioides strain. The specificity of the primers intended 
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 µl-1 in the PCR study and 
10 fg  µl-1  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.

Dünyada en fazla yetiştirilen ve tüketilen meyve grubunda 
yer alan turunçgil üretimi, 8 milyon ha alanda 133 milyon 
ton olarak gerçekleştirilmiştir. Turunçgil üretiminde 
ülkemiz, 5 milyon tonla altıncı sırada yer almaktadır 
(FAO, 2017). Ülkemizdeki üretilen turunçgillerin 1 milyon 
tondan fazlasını limon üretimi oluşturmaktadır. Turunçgil 

yetiştiriciliği yapılan alanlarda üretimini kısıtlayan birden 
fazla hastalıktan birisi de Colletotrichum türlerinin neden 
olduğu antraknozdur. Bu hastalık, hem olgunlaşmakta 
hem de olgun olan bitki dokularında ve meyvelerde derim 
öncesi ve derim sonrası enfeksiyonlara neden olmaktadır. 
Turunçgilde antraknoz hastalığı sürgünlerde geriye 
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doğru kuruma, yapraklarda leke, erken dönem yaprak 
ve meyve dökümleri, meyvelerde antraknoz belirtileri 
şeklinde ortaya çıkmaktadır. Bu belirtilere bitkilerin 
tüm vejetatif ve generatif organlarında rastlanmaktadır. 
Colletotrichum’a bağlı türler, konukçu dokularını enfekte 
ederken hücre içinde hemibiyotrof ve kütikula altında 
nekrotrof yaşam tarzını kullanırlar. Colletotrichum, son 
zamanlarda ekonomik ve bilimsel olarak en önemli 
10 bitki patojeni arasında yer almaktadır (Dean et al. 
2012). Dünya çapında birçok bitkiyi hastalandırabilen 
Colletotrichum’un, yaklaşık olarak 600 türü bulunmaktadır 
(O’Connell et al. 2012). Colletotrichum cinsi içerisinde 
bulunan C. gloeosporioides, ülkemizde limonda en yaygın 
olan tür olarak kaydedilmiştir (Uysal and Kurt 2018, Uysal 
et al. 2016).

C. gloeosporioides’in tür tanısında günümüzde kullanılan 
en yaygın ve hızlı  yöntem konvansiyonel polimeraz 
zincir reaksiyonu (PCR) tekniğidir. Biyoteknolojide PCR 
standart bir yöntem olmasına rağmen, bu teknik, hızlı 
termal döngü, özgünlük ve amplifikasyon verimliliğinin 
düşüklüğü gibi çeşitli içsel dezavantajlara sahiptir. Bu 
dezavantajları dikkate alarak, C. gloeosporioides’in tanısında 
kullanılabilecek yeni bir nükleik asit amplifikasyon 
yöntemi geliştirilmiştir. Konvansiyonel PCR’a göre hızlı, 
ucuz ve daha kararlı olması ile dikkat çeken LAMP tekniği, 
tarımsal üretimdeki bitki patojenlerinin erken tespit ve 
teşhisinde çok daha uygundur. Herhangi bir özel ekipmana 
ihtiyaç duymadan PCR’a kıyasla yüksek hassasiyet ve 
etkinliği ile DNA amplifikasyonu sağlamaktadır (Kandan 
et al. 2016).

Yeni bir nükleik asit amplifikasyon yöntemi olan, LAMP 
(Loop-Mediated Isothermal Amplification) ilk kez 2000 
yılında Notomi et al. (2000) tarafından bildirilmiştir. 
LAMP yöntemi patojenik bitki virüsleri (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), 
külleme (Thiessen et al. 2018) patojenleri ve nematodları 
(Kikuchi et al. 2009) tespit etmek için kullanılmıştır. Bu 
yöntem, hedef DNA’nın sarmal yer değiştirme aktivitesine 
sahip bir Bst DNA ile 6 veya 8 farklı bölgesine dayanan 
özel tasarım 4-6 primerden oluşmaktadır. Kısaca, LAMP 
tekniğinde 6 adet primer, hedef DNA’nın 8 farklı noktasını 
tanımaktadır. Bu yöntem, kapalı bir sistem olduğu için 
kontaminasyon riski az olup, farklı miktarlardaki yabancı 
DNA, yöntemin duyarlılığını etkilemez. Bu teknik, hızlı 
ve sabit sıcaklıkta (60-70 ºC), bir saatte tek bir kopyadan 
10 (2) kopya çoğaltılabilir. Dolayısı ile zaman kaybı 

olmadığından, daha hızlı sonuç alınan bir yöntemdir. 
LAMP ürünlerine DNA eklenerek ve hidroksinaftol 
mavisi (HNB) gibi metal iyon göstergeleri ile ethidium 
bromide, SYBR Green propidium iodide, veya Quant-iT 
PicoGreen, CuSO4 veya kalsein gibi boyalar aracılığı ile 
renk değişimleri çıplak gözle görülebilmektedir (Goto et 
al. 2009, Tomita et al. 2008). LAMP ürünleri ayrıca real-
time yöntemleri ile de belirlenebilir (Bekele et al. 2011). 

Maya ve diğer bazı fungal türler için LAMP bazlı 
analizlerde kullanılan primer setleri halka açık veri 
tabanlarından kolayca elde edilebilen standart diziler 
üzerinde çalışılmıştır. ac11, amy1, tef1, btub gibi 
housekeeping genler ile rodA, ypt1 genleri ve ayrıca 
universal genler fungus çalışmaları için yaygın kullanılır. 
Ancak, araştırmalara göre toplam LAMP çalışmalarının 
yaklaşık yarısı evrensel olarak bilinen ribozomal RNA 
(rRNA) gen kodlaması en yaygın kullanılan gen bölgesidir 
(Niessen 2015). 

Pratik uygulamalarda hassasiyeti, hızlılığı ve 
özgünlüğünden dolayı LAMP tekniği, fungal patojenlerin 
belirlenmesinde potansiyel bir öneme sahiptir. Yakın 
gelecekte, LAMP tabanlı teşhis ve tanımlama klinik, gıda, 
çevre, tarım gibi alanlardaki fungal etmenlerin tespitinde 
klasik yöntemlerin yerini alması beklenmektedir. Önemli 
organizmaların hızlı ve kesin tespitinin yapılması ile 
tıbbi bakım, temizlik ve karantina uygulamalarında, 
deney ve gıda kalitesi kontrol uygulamalarında yapılması 
gerekenler hakkında karar vermeyi kolaylaştırmak adına 
LAMP tekniğinin kullanımının yaygınlaşması oldukça 
önem arz etmektedir. Ayrıca, LAMP tabanlı tanı işleminin 
kısalığı, ithalat ve ihracat sırasında bitki ve hayvanların 
mikroorganizma analizleri için gerekli olan bekleme 
süresini kısaltması açısından oldukça önemlidir (Niessen 
2015). 

Bağda Botrytis cinerea’nın ITS gen bölgelerine bağlı olarak 
tasarlanan primerler kullanarak yürütülen LAMP tekniği, 
başarılı sonuçlar göstermiştir (Niessen 2015). 

Konukçu bitkiye özelleşme gösteren bitki patojeni 
fungusların tespitinde LAMP tekniğini kullanarak, muz 
bitkilerinde solgunluk oluşturan F. oxysporum f.sp. cubense 
(Panama hastalığı), hızlı bir şekilde tanımlanabilmiştir 
(Li et al. 2013). Yine aynı teknikle, F. oxysporum f.sp. 
lycopersici (domates) ve f.sp. niveum (karpuz) gibi önemli 
bitki patojenleri ve mango bitkisinde patojen Fusarium 
mangiferae’nin hassas tanısı gerçekleştirilmiştir (Pu et al. 
2014). EPPO’nun karantina listesinde yer alan ve turunçgil 
meyvelerinde siyah leke hastalığına sebep olan Guignardia 
citricarpa’nın tespiti, LAMP tekniği ile kısa sürede, kesin 
ve hassas sonuçlar vermiştir (Tomlinson et al. 2013). Yine 
önemli karantina patojenlerinden Phytophthora kernoviae, 
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Phytophthora ramorum, Phytophthora melonis, Phytophthora 
sojae, Phytophthora cinnamomi ve Puccinia striiformis 
f.sp. tritici’nin belirlenmesinde LAMP tekniği, başarılı bir 
şekilde uygulanmıştır (Dai et al. 2019, Niessen 2015). Bu 
sonuçlara dayanarak karantina patojenlerinin kısa sürede 
ve kesin olarak varlığının tespiti LAMP tekniği ile kolayca 
gerçekleştirilebilecektir. 

Öte yandan Hindistan’ın farklı bölgelerinden toplanan 
enfekteli biber tohumlarından C. capsici’nin hızlı ve 
hassas tespiti için yapılan çalışmada, klasik PCR’a göre, 
LAMP tekniğinin güvenilir bir şeklide kullanılabileceği 
kanıtlanmıştır (Kandan et al. 2016). Enfekteli çilek 
bitkilerinde C. gloeosporioides’in hızlı tespiti için 
yapılan çalışmada (Katoh et al. 2016), LAMP tekniği 
ile C. gloeosporioides’in hızlı ve hassas bir şekilde tespit 
edildiği ve C. acutatum, C. aenigma ve C. siamense gibi 
farklı Colletotrichum türlerinin de ayırt edilebildiği 
bildirilmiştir. Ayrıca, LAMP tekniği kullanarak C. 
acutatum’un neden olduğu soya antraknozunun hızlı 
tespiti şeklinde çalışma yapılmıştır. Çalışma için, Rbp1 
(Large subunit RNA polymerase II) hedef gen bölgesine 
göre LAMP tekniği için primer tasarlamışlardır. 62 ºC’de 
70 dk amplifikasyondan sonra SYBR green I boyası ile 
LAMP reaksiyon ürünleri yeşil renkte parlamasıyla 
C acutatum’un varlığının belirlemişlerdir. LAMP 
yönteminde 100 pg µl-1 hedef genomik DNA reaksiyonun 
çalışması için yeterli bulunmuştur. Çin’deki soya 
alanlarındaki ve marketlerde satılan soya tohumlarındaki 
C. acutatum patojenini belirlemede Ppb1-Ct-LAMP 
tekniğinin, oldukça yararlı olduğu belirtilmiştir (Tian et 
al. 2017).

Ülkemizde ise laboratuvar ve saha çalışmalarında LAMP 
tekniğinin başta Colletotrichum’a bağlı türler olmak üzere 
bitki patojenlerinin hızlı tanı ve tespitine yönelik herhangi 
bir araştırma bulunmamaktadır.

Bu yüzden bu çalışmada, Turunçgilde antraknoz etmeni 
Colletotrichum gloeosporioides’in LAMP (Loop-Mediated 
Isothermal Amplification) tekniği kullanılarak hızlı 
tanısının yapılması amaçlanmıştır. Bu yeni LAMP 
yöntemi, C. gloeosporioides’in neden olduğu Turunçgildeki 
antraknoz hastalığının kontrol edilmesi ve izlenmesi için 

önemli bir referans veri ortaya koyacaktır. Colletotrichum, 
taksonomisi komplike bir cins olduğundan dolayı, türlerin 
teşhisinde multilokus dizi (MLS) analizi kullanılmaktadır. 
MLS analizleri oldukça pahalı, zaman alıcı ve pratik 
değildir. Bu nedenle, bellirli bir bölgedeki Colletotrichum 
cinsine bağlı belli bir türün teşhisini hedef alarak yapılacak 
çalışmalarda LAMP tekniği oldukça ekonomik, hızlı 
ve yüksek özgünlüğe sahip olmasından dolayı tercih 
edilmektedir.

MATERYAL VE METOT

Fungal kültürler ve DNA ekstraksiyonu

Çalışmada kullanılan fungal kültürler, Doğu Akdeniz 
Bölgesi’nde turunçgil üretim alanlarında antraknoz patojeni 
Colletotrichum türlerinin belirlenmesi amacıyla yürütülen 
proje kapsamında elde edilmiştir. Bu araştırmada, C. 
gloeosporioides’in morfolojik ve moleküler yöntemlerle 
kesin tanıları yapılmış LC1 (Mersin-Silifke), LC3 (Adana-
İmamoğlu) ve LC5 (Hatay-Erzin) izolatları kullanılmıştır. 
Kontrol fungus olarak ise, turunçgilde kök çürüklüğüne 
neden olan Fusarium solani’nin (Kurt et al. 2019) Fs4 izolatı 
kullanılmıştır. Denemede yer alan tüm fungal kültürler, 
patates dekstroz agar (PDA) besi yerinde 25 ºC’de 5 gün 
boyunca geliştirilmiştir. Fungal miselyumlardan DNA 
izolasyonu, Qiagen DNeasy (250) Plant mini kit (Qiagen 
Inc., Germany) kullanılarak gerçekleştirilmiştir. DNA 
konsantrasyonları, spektrofotometre (Qubit 3.0) ile ölçülmüş 
ve ekstrakte edilen DNA’lar, daha sonra kullanılmak üzere 
-20 ºC’de dondurucuda saklanmıştır.

LAMP primerlerin tasarlanması

LAMP yöntemi için, C. gloeosporioides türünün gen dizileri 
her gen bölgesine özgü primer setleri (F3/B3 ve FIP/BIP); 
‘Primer Explorer V3’ adlı bilgisayar programı (http://
primerexplorer.jp/e) kullanılarak tasarlanmış ve bu primer 
setleri, ilgili firmadan temin edilmiştir. Söz konusu primer 
setleri, Genbank’ta Colletotrichum’un 25 türünü yüksek 
olasılıkla kapsayan 5.8S ribosomal RNA-internal transcribed 
spacer (ITS) 2 gen bölgesinden seçilerek belirlenmiştir. 
LAMP metodu ile C. gloeosporioides DNA’sını çoğaltmakta 
kullanılan primer çiftleri, bunların tasarlandığı gen bölgeleri 
ile dizilimleri Çizelge 1’de gösterilmiştir.

Primer Tip Sekans (5’-3’)
CgF3 F3 ATGCCTGTTCGAGCGTC
CgB3 B3 TCCGAGGTCAACCTTTGGAA
CgFIP FIP (F1c + F2) GCCACTACCTTTGAGGGCCTACTTTCAACCCTCAAGCTCTGC
CgBIP BIP (B2 + B1c) CGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAAGGGTTTTACGGCAAGAGTCC
CgLF LF GTAGGGCCCCAACACCA
CgLB LB CTTTACGTCTCGCACTGGGA

Çizelge 1. Colletotrichum gloeosporioides’i tespit etmek için kullanılan LAMP primerlerinin nükleotid dizileri
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PCR ve LAMP tekniğinin uygulanması

LAMP reaksiyonunda kullanılmak üzere tasarlanan 
primerlerin özgünlükleri, Colletotrichum gloeosporioides’in 3 
farklı izolatı ile Fusarium solani’ nin Fs4 izolatı olmak üzere 
toplam 4 DNA örneği kullanılarak değerlendirilmiştir. LAMP 
tekniği için; distile su, primer karışımı (FIP, BIP, F3, B3), 2X 
reaksiyon tamponu, Bst DNA polimeraz enzimi ve DNA 
örneği kullanılmıştır. LAMP reaksiyonu, son hacim 25 µl 
olacak şekilde hazırlanmıştır. Bu reaksiyonda 2 µl çoğaltılacak 
DNA örneği, 12.5 µl LAMP tamponu, 0.9 µl primer karışımı 
(FIB ve BIP primerleri-F3 ve B3 primerleri), 1 µl 8 birim 
Bst DNA polimeraz enzimi ve 8.6 µl steril saf su eklenerek, 
reaksiyon hazırlık işlemi tamamlanmıştır. Daha sonra 65 ºC 
sabit sıcaklıkta 90 dakika boyunca yürütülen reaksiyon sonrası 
işlem, 80 ºC’de 4 dakika inkübe edilerek durdurulmuştur. LAMP 
tekniği uygulandıktan sonra elde edilen sonuçların görsel 
olarak değerlendirilmesi, QIAxcel otomatik jel görüntüleme 
cihazı (Qiagen, QIAxcel Advanced system, Almanya) 
ile yapılmıştır. Bunun yanı sıra floresan boya yöntemiyle 
örneklerin çıplak gözle izlenebilmesi için 1 μl Sybeer Green I 
(InvitrogenTM) boya eklenmiş örnek tüpleri, bir süre gözlem 
altında tutulmuştur. Daha sonra pozitif örneklerin bulunduğu 
tüp içerisinde yeşil floresan renk oluşum durumlarına 
göre değerlendirme yapılmıştır. PCR amplifikasyonu için 
koşullar, 95 ºC’de 3 dk başlangıç denatürasyonu, 95 ºC’de 1 dk 
denatürasyon, annealing sıcaklığı 63.4 ºC ile 72 ºC’ de 45 sn 
ve son aşama olarak 72 ºC’de 10 dk olarak belirlenmiştir. PCR 
ürünlerinin kalitesinin belirlenmesi, fungal DNA jel görüntüsü, 
otomatik jel elektroforez (Qiagen, QIAxcel Advanced System, 
Almanya) cihazında değerlendirilmesi ile yapılmıştır.

SONUÇLAR

Denemeye alınan C. gloeosporioides’in LC1, LC3 ve LC5 
izolatlarının genomik DNA’ları ACTIN ve GAPDH gen 
bölgeleri ile; negatif kontrol olarak kullanılan F. solani’nin 
Fs4 izolatı; ITS ve EF-1α primerleri ile dizileme işlemine 
tabi tutulmuş ve bu izolatlar, sırasıyla LC1; MF480745 ve 
MG951769, LC3; MG272475 ve MG951787, LC5; MF616514 
ve MG951781 ve Fs4; MF972071 ve MF972072 şeklindeki 
erişim numaraları ile NCBI Genbankasına kaydedilmiştir.

Denemede, LAMP analizinin hızlı sonuç vermesi, hassasiyeti 
ve özgünlüğü, PDA besi yerinde geliştirilen C. gloeosporioides 
ve F. solani’den elde edilen genomik DNA örnekleri 
kullanılarak belirlenmiştir. Buna göre genomik DNA klasik 
PCR çalışmasında 1 ng µl-1 kullanılırken, LAMP tekniğinde 
10 fg µl-1 oranında kullanılmış ve buna rağmen denemede 
olumlu sonuçlar elde edilmiştir. Böylece LAMP tekniğinde, 
PCR çalışmalarında kullanılan genomik DNA miktarından 
oldukça az miktarda DNA kullanılmıştır. Bu çalışma ile 
LAMP tekniğinin hassasiyeti de net olarak ortaya konmuştur. 
LAMP analiz reaksiyonu sonrasında 1 μl Sybeer Green I 

(InvitrogenTM) boya eklenen örnek tüpleri, UV ışık altında 
incelendiğinde; C. gloeosporioides izolatlarının bulunduğu 
tüplerde belirgin bir parlama (ışıma) olduğu fakat, F. solani’nin 
bulunduğu tüpte herhangi bir parlama (ışıma) olmadığı 
tespit edilmiştir (Şekil 1). Elde ettiğimiz bulgular, LAMP 
analiz tekniği ile sadece C. gloeosporioides’den elde edilen 
genomik DNA’nın başarıyla belirlendiğini göstermiştir. Ancak 
F. solani’den elde edilen genomik DNA, bu teknik ile tespit 
edilememiştir. Böylece, LAMP tekniği ile 2 saat gibi kısa bir 
süre içerisinde yapılan analiz sonucunda patojenin varlığı tespit 
edilebilmiştir. Bu durum LAMP tekniğinin, Colletotrichum gibi 
etmenlerin tespitinde hızlı bir tanı yöntemi olduğunu ortaya 
koymuştur. Ayrıca, otomatik jel elektroforez cihazında yapılan 
görüntüleme sonucunda; LAMP reaksiyonunun pozitif 
olduğu yerlerdeki ürünlerde sürüntü şeklinde yoğun bantların 
oluştuğu ve bu tekniğin, C. gloeosporioides için başarılı 
sonuçlar verdiği gösterilmiştir. Negatif kontrol olarak alınan 
F. solani, jel elektroforez görüntüsünde LAMP reaksiyonunda 
bant oluşturmayarak bu tekniğin, C. gloeosporioides için 
uygulanabilir ve pratik olduğunu ortaya koymuştur. Ayrıca 
doğrulama yapmak için, C. gloeosporioides için spesifik primer 
olan GAPDH ile yapılan PCR reaksiyonunun jel elektroforez 
cihazında görüntülenmesi sonucunda bantlar gözlenmiştir. 
Sonuç olarak LAMP tekniğinin sonuçları, PCR reaksiyonu ile 
doğrulanmıştır (Şekil 2).
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TARTIŞMA VE KANI

Bu çalışma, LAMP tekniği kullanılarak Turunçgil 
antraknoz etmeni C. gloeosporioides’in hızlı tanısını 
gerçekleştirmek için yürütülmüştür. Çalışmada bu 
tekniği kullanarak pozitif örnek olan C. gloeosporioides 
ve negatif örnek F. solani patojenlerinin ayırımı net bir 
şekilde yapılmıştır. Bitki patojenlerinin varlığını ortaya 
koymak için son yıllarda yaygın olarak kullanılmaya 
başlayan LAMP tekniği, C. gloeosporioides’i tespit 
etmede doğru ve hasssas bir teknik olarak kullanılmıştır. 
LAMP tekniği, karmaşık ve profesyonel alet ve cihazlara 
gereksinim duyulmaksızın, floresan boya ile görsel olarak 
izlenebilirliğinin kolay olması gibi avantajlarının yanısıra 
ile hızlı ve ekonomik bir özelliğe sahiptir. LAMP, hedef 
olmayan DNA’nın varlığını önemli ölçüde etkilemeden 
izotermal koşullar altında, DNA’yı yüksek verimle çoğaltır 
ve hedef baz dizileri için oldukça spesifik bir yöntemdir. 
Uygun primerlerin hazırlanmasından sonra basit bir 
işlemden ibaret olan bu teknik, sadece dört primer, bir 
DNA polimeraz ve normal bir laboratuvardaki su banyosu 
veya enzim reaksiyonu için ısı bloğuna ihtiyaç duyar. Bu 
durumda laboratuvardaki kısıtlı imkanlarla patojenlerin 
varlığının belirlenmesi bu teknik ile oldukça önemli bir 
şeçenek sunar. Yüksek duyarlılık ve özgüllük, uygulama 
kolaylığı, ekstraksiyon için ayrı bir cihaz gerektirmemesi, 
çok kısa sürede (45-70 dk), sonuç alınması personel 
açısından kolay uygulanabilir olması oldukça dikkat 
çekicidir. Özellikle karantina patojenlerinin tespitinde  hızlı 
ve hassas bir teknik olarak kullanılması olduça önemlidir. 
Gümrük kapılarında bekleyen tarımsal ürünlerden alınan 
örneklerin bitki patojenleri yönünden kısa sürede analiz 
edilmesi, LAMP tekniğinin kullanılmasını kayde değer 
oranda etkili kılmaktadır. Söz gelimi, halk arasında tropikal 
ırk 4 (TR4) olarak adlandırılan Fusarium oxysporum f.sp. 
cubense (yeni adıyla F. odoratissimum) muz alanlarında 
gittikçe artan şiddeti ve dolayısı ile sosyo-ekonomik 
etkisi de hızla yayılmaktadır. Bu nedenle karantina 
önlemlerinin uygulanması için basit, hızlı ve güvenilir 
teknolojilerin uygulanması kaçınılmaz hale gelmektedir. 
Bu amaçla hem arazide hem de laboratuvar koşullarında 
uygulanabilirliği açısından LAMP tekniği geliştirilmiş ve 
TR4 ırkına karşı geliştirilen primer setleri ile 22 adet TR4 
izolatının tepiti yapılmıştır. Ayrıca, 1 (pg µl-1) genomik 
DNA kullanılarak başarılı sonuçlar elde edilmiştir. LAMP 
tekniği sayesinde TR4 ile bulaşık muz üretim alanlarında 
Fusarium solgunluğunun izlenmesi daha kolay olmuştur. 
Böylece, LAMP’in oldukça başarılı ve kullanışlı bir teknik 
olduğu belirlenmiştir (Ordóñez et al. 2019). Bu çalışma 
ile, karantina patojenlerinin kontrolü ve izlenebilirliği 
açısından LAMP tekniğinin son derece başarılı sonuçlar 
ortaya koyduğu kanıtlamıştır.

LAMP tekniğinin bir diğer üstün yönü, patojenlerde hızlı ve 
hassas tanı imkanı sağlamasıdır. Farklı kültür bitkilerinde 
son yıllarda Colletotrichum’a bağlı türlerin ekonomik ve hızlı 
tanısında LAMP tekniği, sürdürülebilir ve hassas bir yöntem 
olarak kabul edilmeye başlanmıştır. Çilek bitkilerini enfekte 
eden C. gloeosporioides türü (Katoh et al. 2016), şekerkamışı 
bitkisinde kırmızı çürüklük patojeni C. falcatum türü 
(Chandra et al. 2015), biberde antraknoza neden olan C. 
capsici fungal patojeni (Kandan et al. 2016) ve soya fasulyesi 
bitkisinde antraknoza yol açan C. acutatum türünün (Tian 
et al. 2017) tespiti ve tanısında LAMP tekniğinin hızlı, 
güvenilir, ekonomik ve yararlı sonuçlar ortaya koyduğu 
laboratuvar ve saha çalışmaları ile açık ve net olarak 
görülmektedir. Bu bulgular, çalışmamızda elde ettiğimiz 
sonuçlarla uyumlu ve bunları destekler niteliktedir. 

LAMP yönteminin araştırıcılara ya da çeşitli kuruluşlara 
olan maliyeti ele alındığında, bu testin PCR çalışmalarına 
göre oldukça ekonomik olduğu kanısına varılmıştır. Ayrıca, 
LAMP testi çalışmanın yapıldığı aynı günde ve toplamda 
2 saat içerisinde sonuçlanabilirken, PCR işlemleri ve gen 
sekanslaması saatler hatta günler alabilmektedir. Bu yöntem, 
belirli bölgelerdeki bir patojenin dağılımını, yoğunluğunu 
hızlı ve ekonomik bir şekilde ortaya koymakta oldukça 
yararlıdır. Bitkilerde önemli bir hastalığa sebep olan ve 
şiddetli enfeksiyonlara yol açan bir patojenin bölgedeki 
varlığının ve haritasının ortaya çıkarılmasında oldukça 
önemlidir. Turunçgillerde C. gloeosporioides’in bu yöntemle 
varlığı kısa sürede ortaya konmuştur. Bu çalışmadan sonra, 
farklı patojenlerin bu yöntemle tanısının belirlenmesi 
araştırıcılara farklı bakış açıları sunacaktır.
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ÖZET

Turunçgilde antraknoz hastalığı sürgünlerde geriye doğru 
kuruma, yapraklarda leke, erken dönem yaprak ve meyve 
dökümleri, meyvelerde antraknoz belirtileri şeklinde ortaya 
çıkmaktadır. Antraknoz etmeni Colletotrichum gloeosporioides, 
ülkemizde özellikle limon başta olmak üzere birçok turunçgil 
tür ve çeşitlerinde şiddetli enfeksiyonlara yol açmaktadır. 
C. gloeosporioides fungal patojeninin tanısı, morfolojik, 
moleküler yöntemler ve proteine dayalı spektrum analizleri 
ile yapılabilmektedir. Bu çalışma, LAMP tekniğini kullanarak 
Turunçgil antraknoz etmeni C. gloeosporioides’in hızlı tanısını 
gerçekleştirmek için yürütülmüştür. LAMP yöntemi için 
spesifik primerler, C. gloeosporioides türünün gen dizileri her 
gen bölgesine özgü primer setleri (F3/B3 ve FIP/BIP) ‘Primer 
Explorer V3’ adlı bilgisayar programı (http://primerexplorer.
jp/e) kullanılarak tasarlanmıştır. LAMP reaksiyonunda 
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kullanılmak üzere tasarlanan primerlerin özgüllükleri C. 
gloeosporioides’in 3 farklı izolatları ile Fusarium solani’nin 
Fs4 izolatı olmak üzere toplam 3 DNA örneği kullanılarak 
değerlendirilmiştir. PCR çalışmasında genomik DNA 1 ng µl-1, 
LAMP çalışmasında 10 fg µl-1 miktarında kullanılmıştır. Sonuç 
olarak, floresan boya ile incelendiğinde, C. gloeosporioides 
izolatlarının bulunduğu tüplerde parlama olmuştur. Ancak, F. 
solani’nin bulunduğu tüpte parlama gözlenmemiştir. LAMP 
analizinin C. gloeosporioides’den elde edilen genomik DNA’yı 
başarıyla tespit ettiğini göstermiş, fakat F. solani’den elde 
edilen genomik DNA’yı tespit edememiştir. LAMP tekniği ile 2 
saat süren bir analiz sonucunda elde edilen başarılı sonuçlarla 
kısa süre içerisinde patojenin varlığı tespit edilmiştir.

Anahtar kelimeler: turunçgil, antraknoz, Colletotrichum 
gloesoporioides, LAMP, teşhis
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