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Dermatofitozdan sorumlu en yaygin patojen Trichophyton rubrum (%53,1) olup, bunu T.
mentagrophytes (%7,5), Microsporum canis (%6,9), T. tonsurans (%5,6), T. interdigitale
(%5,0) ve T. violaceum (%3,8) takip etmektedir. Bu tez ¢alismasinda klinik dermatofit
izolatlarini1 enfekte eden mikoviriislerin tespit edilmesi, genom dizilerinin tiim veya tiime
yakin halde belirlenmesi, molekiiler ve filogenetik 6zelliklerinin ortaya ¢ikartilmasi ve
konaklar ile olan etkilesimleri arastirilmistir. Dermatofit izolatlarinin genomik DNA'lar1
CTAB yontemi kullanilarak elde edilmistir. ITS gen bdlgeleri i¢in polimeraz zincir
reaksiyonu gerceklestirilmis ve sanger dideoksi zincir sonlanma yontemi ile diziler
belirlenmistir. Ardindan, diziler BLASTn ile analiz edilerek dermatofitlerin molekiiler tiir
teshisleri gerceklestirilmistir. Dermatofit izolatlarindan dsRNA ekstraksiyonu yapilarak
viriis ile enfekte ornekler belirlenmis, cDNA'ya ¢evrilmis ve rastgele polimeraz zincir
reaksiyonu ile diziler ¢ogaltilarak, yeni nesil dizileme ile dermatofit fungusu enfekte eden
viriislerin dizileri elde edilmistir. Viris ile iligkili dizilerin tiim genomunun elde edilmesi
icin RNA ligasyonu ve ardindan RACE yontemi kullanilmistir. Biyoinformatik ve
filogenetik olarak analiz edilen diziler sonucunda; Lecanicillium aphanocladii'yi enfekte
eden iki yeni mikoviriisiin tiim genomu ortaya ¢ikartilmistir (Lecanicillium aphanocladii
polymycovirus 1 ve Lecanicillium aphanocladii negative-stranded RNA virus 1).
Morfolojik ve molekiiler tiir teshisi ¢aligmalar1 sonucunda Lecanicillium aphanocladii'nin
neden oldugu ilk dermatofitozun vaka takdimi rapor edilmistir.
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enfeksiyon
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ABSTRACT
Master Thesis

IDENTIFICATION AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF
MYCOVIRUSES INFECTING SPECIFIC CLINICAL DERMATOPHYTE
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The most common pathogen responsible for dermatophytosis is Trichophyton rubrum
(53.1%), followed by T. mentagrophytes (7.5%), Microsporum canis (6.9%), T. tonsurans
(5.6%), T. interdigitale (5.0%) and T. violaceum (3.8%). In this thesis, mycoviruses
infecting clinical dermatophyte isolates were identified, their complete or near-complete
genome sequences were determined, their molecular and phylogenetic characteristics
were revealed and their interactions with their hosts were investigated. The genomic DNA
of dermatophyte isolates was obtained using the CTAB method. Polymerase chain
reaction was performed for ITS gene regions and sequences were determined by Sanger
dideoxy chain termination method. Then, the sequences were analyzed by BLASTn, and
molecular species identification of dermatophytes was performed. Virus-infected
samples were identified by dsSRNA extraction from dermatophyte isolates, translated into
cDNA, and sequences were amplified by random polymerase chain reaction, and
sequences of viruses infecting dermatophyte fungi were obtained by next-generation
sequencing. RNA ligation followed by the RACE method obtained the whole genome of
virus-associated sequences. Bioinformatics and phylogenetic analysis of the sequences
revealed the whole genome of two new mycoviruses infecting the fungus Lecanicillium
aphanocladii  (Lecanicillium aphanocladii  polymycovirus 1 and  Lecanicillium
aphanocladii negative-stranded RNA virus 1). As a result of morphological and molecular
species identification studies, the first case report of dermatophytosis caused by the
fungus Lecanicillium aphanocladii is reported.

June 2024, 80 page
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TESEKKUR

Yiiksek lisans donemim boyunca hayatima ufacik bile olsa bir dokunusu olan, hem
akademik hem de duygusal yonden beni destekleyen, yanimda olan herkese derin bir

minnettarlikla tesekkiir etmek istiyorum.

Degerli danismanim Prof. Dr. Ilgaz AKATA'ya (Ankara Universitesi, Fen Fakiiltesi,
Biyoloji Boliimii, Botanik Anabilim Dal1), lisans egitimimin baslangicinda beni
mantarlarin heyecan verici diinyasiyla tanistiran ve i¢indeki sonsuz mikoloji tutkusu ile
beni motive eden, her zorlugun iistesinden gelebilecegimi gosteren, lisanstan itibaren tim
caligmalarimda her zaman destekleyici ve yol gdsterici olan canim hocama igten bir

sekilde minnettarlik duygusuyla tesekkiir ederim.

Es danigsmanim olan degerli hocam Dog. Dr. Ergin SAHIN'e (Dokuz Eyliil Universitesi,
Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Molekiiler Biyoloji Anabilim Dali), laboratuvar
caligmalarina basladigim andan itibaren tiim deneyim ve tecriibelerini benimle paylasan,
hazir bilgi vermekle kalmayip; o bilgiyi nasil isleyecegimi §grenmeme olanak saglayan,
4 y1l boyunca her sohbetimizde ufkumu genisleten, ¢calismalarima ve bana olan giivenini
her zaman hissettigim, iizerimde ¢ok biiyiik emegi olan degerli hocama igten bir tesekkiir

ederim.

En degerli arkadasim Cagla DUMAN, aramiza kitalar girmis olmasina ragmen hayatima
her zaman en yakindan tanik oldu. Cansel TASKIN, lisanstan itibaren gerek akademik
gerek 6zel hayatimda her zaman yanimda oldu. Ahmetcan IMBATESEN, tez donemimde
beni her zaman motive etti. Sule DURUR ve Furkan Kutalmis DOGAN, akademik
hayallerime basindan beri desteklerini esirgemediler. Degerli ekip ve yol arkadasim Eda
KUMRU bana her zaman bir telefon uzaktaydi. Tez doneminde tanistigim dert ortagim
Ezgi ALACA YILDIRIM, hep yanimda oldu.

Bu hayattaki en kiymetlim, dogdugum giinden itibaren karsilastigim her seyle savagsmay1
Ogreten, tiim zorluklarin iistesinden gelmemde beni cesaretlendiren ve yoOnlendiren,
varlig1 ve sevgisiyle bana gii¢ veren canim annem Nimet Filiz AKBELEN'e ictenlikle

tesekkiir etmek isterim. Onun sevgi dolu destegi ve rehberligi, benim kisisel ve akademik
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gelismemde en 6nemli etken olmustur. Diinya'ya geldigi an itibariyle en yakin arkadasim
olan biricik kardesim Gérkem EDIS'e tiim desteklerinden dolayr minnettarim. Sevgili
kedim Tursu'ya hayatima girdigi giinden itibaren bana sans getirdigi i¢in ¢ok tesekkiir
ederim. Son olarak, mutlu bir ¢ocukluk gecirmemi saglayan ve su an aramizda olmayan
anneannem Giingdr AKBELEN'e tesekkiir eder saygilarimi sunarim, su an burada

olmamdaki emegini goz ard1 edemem.

Yiiksek lisans galigmalarim boyunca 2210/A Yurt I¢i Genel Yiiksek Lisans Burs Programi
kapsaminda beni maddi agidan destekleyen TUBITAK Bilim Insan1 Destek Programlari
Bagskanlig1 (BIDEB)'na tesekkiir ederim.

Bu tez calismasi; "Dermatofitoz Etmeni Trichophyton rubrum’u Enfekte Eden
Mikoviriislerin  Tanimlanmasi, Genomik Olarak Nitelendirilmesi Ve Konaklarinda
Meydana Getirdikleri Fenotipik Etkilerin Arastirilmasi" baslikli ve 1227630 numarali,
TUBITAK 3501-Kariyer Gelistirme Projesi tarafindan desteklenmistir.

Giilce EDIS
Ankara, Haziran 2024
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1. GIRIS

Mantarlar, spor iireten, hifleri olan ve hiicre duvarlarinda karmasik karbonhidratlar i¢ceren
canlilardir. Klorofil igermedikleri i¢in bitkiler gibi fotosentez yapmazlar. Digsal enzimler
salgilayarak organik maddelerin pargcalanmasini saglar ve dogadaki besin dongiisiine
katkida bulunurlar. Hayatta kalmak i¢in diger organizmalarin iirettigi organik besinlere
ihtiya¢ duyarlar. Parazit olanlar canli organizmalardan, ayristiricilar ise 6lii organik
maddelerden beslenirler. Ayristirict mantarlar, 6lii organik maddelerin par¢alanmasina
yardimci1 olurken, parazitler ozellikle bitki ve hayvanlara zarar vererek ekonomik
kayiplara yol acabilirler. Mikorizal mantarlar bitkilerin su ve mineral alimma yardimci
olurken, liken olusturanlar, algler veya mavi-yesil bakterilerle simbiyotik bir iliski

kurarak tek bir yap1 olustururlar (Webster ve Weber 2007).

Mantar patojenleri ve enfeksiyonlari, diinya ¢apinda giderek artan ve 6nemli bir kiiresel
halk saglig1 sorununu olusturmaktadir (Anonymous 2022). Ozellikle, tiiberkiiloz ge¢misi,
kronik solunum yolu rahatsizliklari, insan bagisiklik yetmezligi virtisii (HIV)
enfeksiyonu, diyabet ve kanser gibi saglik sorunlarina sahip olanlar veya bagisiklik
sistemi zayif olan bireyler, yiiksek risk altindaki gruplar1 olusturmaktadir (Bongomin vd.

2017).

Dermatofitler (Arthrodermataceae tamilyast), Onygenales takimi, Eurotiomycetes sinifi,
Ascomycota bolimiinde yer alan ve neredeyse yalnizca memeli konakgilarla evrimlesen
bir mantar grubudur (de Hoog vd. 2017). Dermatofit tiirleri yasam alanlarina gore ii¢
farkl1 gruba ayrilabilir: antropofilik (insanlar ilizerinde yasayan), zoofilik (hayvanlar
iizerinde yasayan) ve jeofilik (toprakta yasayan) (Baert vd. 2020). Dermatofitler sag, deri,
tirnaklar ve tliyler dahil keratinize dokulart istila eden ve yapiyr bozan mantarlardir
(Weitzman ve Summerbell 1995). Deri ve tirnaklardaki mantar enfeksiyonlari, mikozlar
icinde en sik goriilen ve yaygin olan tiirdiir. Son yillarda, yiizeysel mikotik enfeksiyonlar
onemli olglide artmistir ve en sik rastlanan enfeksiyon tiirlerinden biri haline gelmistir
(Havlickova vd. 2008). Dermatomikozlarin yayilisi, etkenleri ve baskin anatomik
enfeksiyon desenleri cografi konuma ve ¢esitli cevresel ve kiiltiirel faktorlere bagli olarak

degismektedir. Dermatofitler 25-28 °C arasinda degisen yiizey sicakliklarinda iirerler.



Insan derisinin sicak ve nemli olmasi enfeksiyon ortami igin uygun kosullart
saglamaktadir. Dermatomikozlar, diisiik sosyoekonomik statiiye sahip topluluklarda daha
stk goriilmektedir; kalabalik yasam kosullari, insan ve hayvanlarla yakin temas, hijyen
eksikligi gibi faktorler etkili olmaktadir. Yiizeysel deri enfeksiyonlarinda tibbi bakimin
hi¢ olmamasi veya yetersizligi deri mantar enfeksiyonlarinin salgin seklinde yayilmasini

daha da artirmaktadir (Seth vd. 2017).

Viriisler, diger konak organizmalarda oldugu gibi mantarlarda da mevcuttur (Watanabe
vd. 2019). Mantarlar1 enfekte eden viriislere fungal virlis ya da mikoviriis olarak
isimlendirilirler. Mikoviriisler lizerine yapilan ¢aligmalarla genom organizasyonu, yasam
tarzlar1 ve replikasyon dongiileri agisindan viriislerin ¢esitliligi ortaya ¢ikartilmigtir.
1962'de yenilebilir bir kiiltiir mantar1 olan Agaricus bisporus'ta ilk mikoviriis rapor
edilmistir (Hollings 1962). Mikoviriisler patojenik mantarlar1 da enfekte etmektedir ve
viriilans1 azaltirsa, virokontrol (virlisler kullanilarak biyolojik kontrol) ajanlari olarak
kullanilma potansiyeline sahiptir (Heiniger ve Rigling 1994, Garcia-Pedrajas vd. 2019,
Rodriguez Coy vd. 2022, Tonka vd. 2022). Uluslararast Virlis Taksonomi Komitesi
(ICTV), en son yayinlanan resmi rapora gore mikoviriisleri genom yapilarina gore 23
familya ve 1 simiflandirilmamis cins olarak tanimlamaktadir (Anonymous 2023).
Mikoviriislerin cogunlugu ¢ift iplik¢ikli RNA (dsRNA) veya pozitif anlamli tek iplikeikli
RNA (+ssRNA) genomlarina sahiptir (Ghabrial vd. 2015). dsSRNA genomuna sahip
mikoviriisler  Megabirnaviridae, =~ Amalgaviridae, Partitiviridae, Quadriviridae,
Polymycoviridae, Chrysoviridae, Reoviridae, Totiviridae aileleri ve smiflandirilmamig
Botybirnavirus cinsi olarak siiflandirilmaktadir (Ghabrial vd. 2015, Walker vd. 2020,
Kotta-Loizou 2021). +ssRNA genomuna sahip mikovirlisler Endornaviridae,
Alphaflexiviridae, Barnaviridae, Deltaflexiviridae, Gammaflexiviridae, Hypoviridae,
Narnaviridae, Mitoviridae, Hadakaviridae, Yadokariviridae ve ters transkripsiyon (RT)
aileleri Metaviridae ve Pseudoviridae olarak gruplandirilmaktadir (Walker vd. 2020,
Kotta-Loizou 2021, Sato vd. 2023a, b). Mymonaviridae ailesinde negatif anlaml tek
iplik¢ikli RNA (-ssRNA) genomuna sahip mikoviriisler de kesfedilmistir (Ghabrial vd.
2015, Walker vd. 2020, Guo vd. 2021, Kotta-Loizou 2021). Yalnizca iki adet ssDNA
mikoviriisii resmi olarak mikoviral aileye aittir; Genomoviridae ailesinde bulunan

Sclerotinia sclerotiorum hypovirulence-associated DNA virus 1 ve Fusarium



graminearum gemytripvirus 1 (Yu vd. 2010, Krupovic vd. 2016, Varsani ve Krupovic
2021).

Bu ¢alismada, klinik dermatofit izolatlarin1 enfekte eden mikoviriislerin tespit edilmesi,
genom dizilerinin tiim veya tiime yakin halde belirlenmesi, molekiiler ve filogenetik
ozelliklerinin ortaya cikartilmasi ve konaklari ile olan etkilesimlerinin incelenmesi

amaglanmstir.

Bu c¢alisma kapsaminda yapilan aragtirmanin ulagsmayi hedefledigi sonuglar
dogrultusunda; Lecanicillium aphanocladiimin neden oldugu ilk dermatofitozun vaka
takdimi rapor edilmistir. Lecanicillium aphanocladii'yi enfekte eden iki yeni mikoviriisiin
tim genomu ortaya ¢ikartilmistir; Lecanicillium aphanocladii polymycovirus 1 ve
Lecanicillium aphanocladii negative-stranded RNA virus 1. Dermatofit mantarlardaki
mikoviriisler {izerine yeterince ¢alisma yapilmamaistir, bu ¢alisma ile dermatofit mantari

enfekte eden iki viriisiin tim genomunu ortaya ¢ikartilmistir.



2. KAYNAK OZETi

2.1 Dermatofitler

Dermatofitler, 6zellikle Trichophyton ve Microsporum cinslerine ait olan tiirler, deri
enfeksiyonlarmin ana nedenidir. Dermatofitozdan sorumlu en yaygin patojen
Trichophyton rubrum (%53,1) olup, bunu 7. mentagrophytes (%7,5), Microsporum canis
(%6.,9), T tonsurans (%5,6), T interdigitale (%5,0) ve T. violaceum (%3,8) takip
etmektedir (Wang vd. 2021). Yiizeysel mikozlara neden olan 7. rubrum, T.
mentagrophytes var. interdigitale ve M. canis gibi bazi dermatofit tiirleri diinya ¢apinda
dagilim gostermektedir. 7. soudanense (Afrika), T. schoenleinii (Avrasya ve Afrika), T.
violaceum (Asya, Afrika ve Avrupa) ve T. concentricum (Pasifik Adalari, Hindistan ve
Uzak Dogu) gibi diger tiirler ise belirli cografi bolgelerle sinirlidir (Ameen 2010). 7.
rubrum, gelismis ve gelismekte olan iilkelerdeki kentsel alanlarda en yaygin bildirilen
dermatofit tiiriidiir (Borman vd. 2007). Trichophyton rubrum (Castell.) Sabour 1911 ve
Trichophyton violaceum Sabour. ex E. Bodin 1902, giinlimiizde Trichophyton rubrum
kompleksi i¢inde yer alan iki temel tiirdiir. 1902 yilinda Sudan'dan donen bir hastadan
alinan ornek tiizerinden Trichophyton violaceum ilk kez tanimlanarak 7. rubrum

kompleksi altinda degerlendirilmektedir (Bouchara vd. 2021).

Antropofilik mantarlar, insan viicuduyla uyum sagladik¢a belirli bolgeleri tercih etme
egilimi gosterirler (Moskaluk ve VandeWoude 2022). Ornegin, en yaygin olarak bilinen
tinea pedis (ayak enfeksiyonu), atlet ayagi olarak adlandirilmaktadir (Hay 2000, White
vd. 2014). Diger bolgeye 6zgili dermatofitoz funguslar arasinda tinea capitis (sa¢ derisi
enfeksiyonu), tinea unguium (tirnak enfeksiyonu), tinea barbae (sakal enfeksiyonu), tinea
faciei (yiiz enfeksiyonu), tinea corporis (viicut enfeksiyonu), tinea manuum (el
enfeksiyonu) ve tinea cruris (kasik bolgesi enfeksiyonu) bulunmaktadir (Weitzman ve
Summerbell 1995) (Sekil 2.1). Trichophyton rubrum, diinya genelinde insanlar1 enfekte
eden en yaygin dermatofit tiirii ve tinea pedis vakalarinin ¢ogundan sorumludur

(Seebacher vd. 2008, Achterman vd. 2011, White vd. 2014, Martinez-Herrera vd. 2023).



tinea capitis
Trichophyton tonsurans (a)
Trichophyton schoenleinii (a)
Microsporum canis (z)
Nannizzia gypsea (g)

tinea barbae
Trichophyton mentagrophytes (z)
Trichophyton verrucosum (z)
Trichophyton rubrum (a)

tinea faciei
Trichophyton rubrum (a)
tinea corporis Trichophyton tonsurans (a)
Trichophyton tonsurans (a) e 24 | Microsporum canis (z)

Trichophyton rubrum (a)
Microsporum canis (z)
Nannizzia gypsea (g)

.| Trichophyton mentagrophytes (z)

tinea manuum
tineacruris | S| i Trichophyton rubrum (a)
Trichophyton rubrum (a) : Micropsorum canis (z)
Epidermophyton floccosum (a)

tinea unguium ~ tinea pedis
Trichophyton rubrum (a) Trichophyton rubrum (a)

Trichophyton mentagrophytes (z) Trichophyton interdigitale (a)

Sekil 2.1 Insanlarda dermatofitozun anatomik konuma gére smiflandirilmasi (Moskaluk
ve VandeWoude 2022)

2.2 Trichophyton rubrum

Trichophyton rubrum,; mantar alemi, Ascomycota boOlimi, FEurotiomycetes smifi,
Onygenales takimi ve Arthrodermataceae familyasinda yer almaktadir (Packeu vd.
2021). Deri ve tirnak enfeksiyonlarina neden olan 7. rubrum, ¢ogunlukla tinea capitis ile
iliskili olan T violaceum ve T soudanense, Trichophyton rubrum kompleksini
olusturmaktadir (Packeu vd. 2020). Yakin genetik benzerliklerine ragmen yapilan
calismalar 7. rubrum, T. soudanense ve T. violaceum'un bagimsiz tiirler oldugunu
dogrulamaktadir (de Hoog vd. 2017, Su vd. 2019, Packeu vd. 2020). U¢ yakin akraba
tiriin siniflandirilmast ribozomal DNA'nin ITS (internal transcribed spacer) gen
bolgelerinin sekanslanmasi ile yapilmaktadir (Schoch vd. 2012). Bircok calisma ITS
bolgelerinin Trichophyton cinsindeki farkli tiirleri desteklemek i¢in yeterli filogenetik
ayrim sagladigini dogrulamistir (Kong vd. 2008, Irinyi vd. 2016, de Hoog vd. 2017, Zhan
vd. 2018, Packeu vd. 2020). Filogenetik agac ve haplotip analizi yapilarak birkag¢ tek
niikleotit polimorfizmi ile farklilik gosteren {i¢ ana grup ortaya c¢ikartilmistir; 7
violaceum grup 1, T. soudanense grup 2 ve T. rubrum grup 3'te yer almaktadir (Su vd.

2019).



2.3 Lecanicillium aphanocladii

Lecanicillium W. Gams & Zare, Hypocreales takimina ait ve anamorfik Cordycipitaceae
ailesinin bir parcasi olarak siniflandirilmaktadir (Zare ve Gams 2008). Bu mantar cinsi,
cesitli mantar tiirlerini enfekte etme ve birgok bocek tiirlinde parazit ozelligiyle
entomopatojenik bir mantar olarak da bilinmektedir (Donka vd. 2008, Berendsen vd.
2010, Meng vd. 2022, Liu vd. 2023, Nguyen vd. 2023). Bu cins, 6nceden Verticillium
lecanii (Zimmerman) Viegas olarak adlandirilmistir. Lecanicillium cinsi tyelerinin
keratinaz aktivitesi ile saglanan keratinofilik 6zellikleri daha once ¢esitli calismalarda
gosterilmistir (Deshmukh ve Rai 2005, Hamm vd. 2020, Giinyar vd. 2020). L.
aphanocladii, i1k olarak 2001 yilinda Zare ve Gams tarafindan kiiltiir mantar1 Agaricus
bisporus'ta o6riimcek ag1 ve lekelenmeye neden olan bir fungicolous (diger mantarlar
iizerinde biiyliyen mantar) mantar1 olarak tanimlanmistir (Zare ve Gams 2001). Daha
sonraki calismalar, L. aphanocladii'min farkli mantar konaklarini parazitleyen dogasini
dogrulamistir (Lv vd. 2022, Lin vd. 2024). Bir calisma bu mantarin hem prokaryotik, hem
de fungal topluluklardan olugan ve "Tengu no Mugimeshi" olarak bilinen mikrobiyal bir
agregatin (toprak benzeri graniiler mikroorganizma kiitlesi) bileseni oldugunu bildirmistir
(Higo vd. 2021). Cesitli calismalar L. aphanocladii'nin entomopatojenik 6zelliklerini de
gostermistir (PecCiulyté ve Kacergius 2012, El-Debaiky 2017, Gharsallah vd. 2020). Bu
bulgular, tiiriin ¢esitli yasam alanlarinda var olma ve farkli yasam tarzlarini benimseme

yetenegini vurgulamaktadir.

2.3 insan Patojeni Mantarlarda Yapilan Mikoviriis Calismalari

Mikoviriis ¢alismalarinda kullanilan mantarlar genellikle Ascomycota ve Basidiomycota
boliimlerine aittir. Mantarlar aleminde heniiz kesfedilmemis birgok viriisiin oldugunu
diisiiniilmektedir. Fungal viroloji, viriislerin ¢esitliligi ve evriminin daha iyi anlagilmasina

ve hizla biiyiiyen mikoviriis literatiirline biiyiik katkilar saglamistir.

Insan patojeni mantarlarda mikoviriis arastirmalari, Aspergillus cinsi iizerinden

calisilmaya baglanilmistir (Kotta-Loizou ve Coutts 2017). Aspergillus tiirlerinde



Partitiviridae, Chrysoviridae ve Totiviridae gibi viral ailelerden mikoviriisler rapor
edilmigstir (Liu vd. 2008, Jamal vd. 2010, Bhatti vd. 2011, Bhatti vd. 2012, Refos vd.
2013, Kanhayuwa vd. 2015, Jiang vd. 2022b, Wu vd. 2023). Aspergillus tiirleri ile
caligmalarin yapilmis olmasi Polymycoviridae, Alternaviridae ve Exartaviridae gibi
aileler onerilmesine olanak saglamistir (Nerva vd. 2016, Zoll vd. 2018, Sass vd. 2023).
Gilineydogu Asya'da 6nemli bir termal dimorfik mantar olan Talaromyces marneffei, HIV
ile enfekte olan ve bagisiklik sistemi zayiflamis hastalarda Sliimciil enfeksiyona yol
acabilen bir mantardir (VVong ve Lee 1998). Lau ve ekibi (2018), 7. marneffei'de yeni
bir partitiviriisii rapor etmislerdir; Talaromyces marneffei partitivirus-1 (TmPV1). Bu
calismada yapilan transkriptomik analizler, TmPV1'in 7. marneffei'de potansiyel viriilans
faktorlerin atipik regiilasyonu ve RNA interferanst (RNAi) ile ilgili genlerin

bastirilmasina neden oldugunu gostermektedir (Lau vd 2018).

Malassezia, deri mikrobiyomunun bir parcasi olup dermatolojik hastaliklar ile
iliskilendirilen bir basidiomycetous mayadir (Theelen vd. 2018). Malassezia tiirleri
memeli deri mikrobiyomunun en yaygin mantarlarindan biridir. Malassezia tiirlerini
enfekte eden mikoviriislerin ortaya ¢ikartilmasinin yani sira, viriis-konak etkilesimleri de
oldukca calisilmistir. Malassezia'da Totiviridae ailesine ait virlisler yaygin olarak
bulunmakta ve konak transkriptomunu etkilemektedir (Applen Clancey vd. 2020, Park
vd. 2020). Malassezia restricta'da bulunan mikovirsiilerin koful boyutunu artirdigi
gosterilmistir. Applen Clancey ve ekibi (2020), ilk kez Malassezia sympodialis tiirlinde
bir mikovirlis kesfetmislerdir; Malassezia sympodialis mycovirus 1 (MsMV1).
Malassezia sympodialis'in patojenitesi lizerinde epikiitanéz fare modelinde ¢alismalar

yapilmig fakat mikoviriis aracili bir etki gozlemlenmemistir (Applen Clancey vd. 2020).

2.4 Polymycoviridae

Riboviria alemindeki Polymycoviridae familyasinda yalnizca Polymycovirus cinsi
bulunmaktadir. Polymycovirus adi, Yunanca "poly" (cok) ve "myco" (mantar)
kelimelerinden gelir. Bu cins ismi, mantarlar1 enfekte eden viriislerin ¢ok sayida genomik

dsRNA segmentine sahip olmasindan dolay1 verilmistir. 2022 yilina kadar literatiirde yer



alan polimikoviriis tiirleri ICTV tarafindan yapilan ¢aligmada degerlendirilmis ve
resmilestirilmistir, bu calismada Polymycoviridae familyasina dair bilinen genel bilgiler
Ozetlenerek rapor edilmistir (Kotta-Loizou vd. 2022). Filogenisinin daha 6nce tanimlanan
riboviridlerden ¢ok farkli olmasi sebebiyle bu familya i¢in heniiz bir takim ve sinif

tanimlanmamugtir.

Polymycoviridae familyasinin {yeleri, ¢ok segmentli ve alisilagelmemis sekilde
kapsitlendigi diisliniilen dSRNA genomlarina sahip goérece kiigiik viriislerdir. Tipik olarak,
polimikoviriis tiirleri dort ila sekiz genomik segmente sahip olmakta ve uzunluklari 7,5-
12,5 kbp arasinda degismektedir (Mahillon vd. 2019, Sato vd. 2020, Takahashi-
Nakaguchi vd. 2020). Segmentler korunmus terminallere sahip uzun translasyonu
yapilmayan boélgeler (UTR) ile ¢evrelenmis tek bir acik okuma cergevesi (ORF)
icermektedir. dsSRNA 1'in ORF'si, RARP_1 (Pfam PF00680) protein ailesine ait bir RNA
bagimli RNA polimeraz (RdRp) kodlamaktadir ve {i¢ korunmus motife sahiptir (Motif A,
Motif B ve Motif C). Polymycoviridae familyasinda; ¢ift iplik¢ikli RNA ve pozitif
anlamli tek iplik¢ikli RNA viriislerinde bulunan GDD motifi yerine, Mononegavirales
takimina ait negatif anlamli tek iplik¢ikli RNA viriislerinde bulunan GDNQ motifi (motif
c¢) bulunmaktadir (He vd. 2023, Wang vd. 2023, Zheng vd. 2023). dsRNA 2'nin ORF'si,
korunmug N-terminus ve sistein bakimindan zengin, ¢inko parmak benzeri (zinc finger-
like) bir motif igeren, islevi bilinmeyen bir proteini kodlamaktadir. dSRNA 3'iin ORF'si,
viral dsRNA'larin pozitif anlamli iplik¢iklerinin 5'-uglarina bir baslik (kep) yapisi
eklemekten sorumlu bir metil transferaz kodlamaktadir (Kanhayuwa vd. 2015, Kotta-
Loizou vd. 2017a). dsRNA 4'iin ORF'si prolin-alanin-serince zengin proteini (PASrp)
kodlamaktadir. dSRNA say1s1 8'e kadar ¢ikabilmektedir, ancak dsSRNA 1-4 hari¢ geri kalan
segmentlerin  kodladiklar1 proteinlerin islevleri mevcut literatiire gore heniiz
bilinmemektedir. izolasyonun yapildigi konagin degiskenligi, niikleotit ve amino asit
dizisi verileri (RdRp'de < %70 amino asit dizisi 6zdesligi), dSRNA genom segmentlerinin
sayis1 ve uzunlugu ve gercek kapsitin varlig1 gibi ozellikler bir araya getirilerek bir
kombinasyon olusturulur. Bu kombinasyon, tiir ayriminda degerlendirilen kriterleri
olusturmakta ve polimikoviriis tiirlerinin taksonomik siniflandirmasinda 6énemli bir rol

oynamaktadir.



Cogu polimikoviriis, genomik dsRNA'nin viral bir protein tarafindan kaplandigi
alisilagelmemis viryonlar olusturmaktadir (Kanhayuwa vd. 2015, Kotta-Loizou ve Coutts

2017, Niu vd. 2018). Viryonlar sitoplazmada birikmektedir.

Polymycoviridae familyas1 yalnizca saflastirilmis yapilar olarak degil, ayn1 zamanda
ciplak dsRNA olarak da enfeksiydz oldugu tespit edilen ilk dsSRNA viriisleridir (Jia vd.
2017). Polimikoviriislerin yasam dongilistinde hiicre dis1 bir faz bulunmamaktadir, hiicre
icinde bulunurlar. Hiicre boliinmesi ve sporogenez sirasinda (dikey gegis) ve vejetatif
olarak uyumlu mantar tiirleri arasinda hifal anastomozu sonrasinda hiicre fiizyonu yoluyla

(yatay gecis) hiicre i¢inde girmektedirler (Zhai vd. 2016, Filippou vd. 2018).

Pigmentasyon, konak biiyiimesinde azalma, konak viriilansinda degisiklikler, artan
sporiilasyon, konak biiyiimesi ve konak viriilans1 gibi etkiler Polymycoviridae
familyasinin konaklar1 ile etkilesimi ¢aligmalarinda rapor edilmistir (Kanhayuwa vd.
2017, Kotta-Loizou vd. 2017b, Jia vd. 2017, Filippou vd. 2021). Niu ve ekibi 2018'de
yaymladiklar1 ¢calismada Penicillium digitatum polymycovirus 1'i karakterize etmis ve
fungisit direncinde polimikoviriis kaynakli azalmay1 ortaya koymustur (Niu vd. 2018).

Polymycoviridae familyasindaki viriisler, pozitif tek iplikgikli (+ss) RNA virtisleri olan
Hadakaviridae familyasina mensup Hadakavirus 1 izolatlari ile yakin iligkilidir (Sato vd.
2020). Kanhayuwa ve ekibi 2015'te yaptiklar1 ¢alismada, polimikoviriislerin dsRNA ve
+ssRNA viriislerinin yani sira kapsiillii ve kapsiilsiiz RNA viriisleri arasinda bir ara grup

olarak degerlendirilebilecegini rapor etmislerdir (Kanhayuwa vd. 2015).

2.5 Mymonaviridae

Mymonaviridae familyasi, Riboviria alemi, Negarnaviricota subesi, Haploviricotina alt

subesi, Monjiviricetes sinifi, Mononegavirales takimi igerisinde yer almaktadir.



Liu ve ekibi 2014'te yaptiklar1 ¢caligmada, su an Mymonaviridae familyasinin tipik bir
iiyesi haline gelmis Sclerotinia sclerotiorum negative-stranded RNA virus 1'in (SSNSRV-
1) morfolojisini incelemislerdir. Sclerotinia sclerotiorum negative-stranded RNA virus
I'in (SsSNSRV-1) viryonlarinin filament6z yapida, 25-50 nm ¢apinda, yaklagik 1000 nm
uzunlugunda, dis yiizeyi sivri uglarla kapli olmayan bir zarla sarili oldugu rapor edilmistir.
SsNSRV-1 viryonlardan salinan polimerize niikleoprotein (NP) monomerlerinden olusan
niikleokapsitlerin; sola dogru, tek, siki sarmal 20-22 nm c¢apinda ve 200-2.000 nm
uzunlugunda olan helikal yapilar oldugu rapor edilmistir (Liu vd. 2014). Familyanin diger
diyelerinin viryon iretip iretmedigi bilinmemektedir (Jiang vd. 2022a). Tipik bir
mymonaviryon (Mymonaviridae familya liyesinin viryonu), yaklasik 10 kb'lik dogrusal,
negatif anlamli RNA niikleik asidinin tek bir molekiiliinii icermektedir. Mymonaviridler
bir veya daha fazla protein ifade eder, 6rnek olarak SSNSRV-1'in en az alt1 protein ifade
ettigi rapor edilmistir (Liu vd. 2014). Niikleoproteinler viriis genomunu kapsit igine
almaktadir. Biiylik proteinin (large protein/L) domaini olan RdRp, virlis genom
replikasyonunu ve transkripsiyonu saglamaktadir. Geri kalan proteinlerin islevleri mevcut
literatiire gore heniiz bilinmemektedir. SSNSRV-1 genomu birbiriyle Ortiismeyen alti
ORF'ye sahiptir. Bu ORF'ler yiiksek oranda korunmus gen baglama (gene-junction)
dizileri igeren kodlamayan intergenik bolgelerle ayrilarak 6zgiin transkripsiyon birimleri
olarak ifade edilmektedir. ORF2-3-4-5-6 ikinci (-2) agik okuma ¢ercevesinde yer alirken,
ORF1 birinci (-1) agik okuma gercevesinde yer almaktadir. ORF2 NP'yi (niikleoprotein)
ve ORFS5 L proteinini kodlamaktadir.

Diger mymonaviriis genomlarinin dort ila yedi ORF igerdigi gbzlemlenmistir (Lin vd.
2019, Ruiz-Padilla vd. 2021). Genomlar1 tam olarak siralanmamais viriislerin ORF'lerinin
tam boyutu ve sayis1 bilinmemektedir; Penicillimonavirus'da her iki iplik¢ikte de ORF'ler
bulunmaktadir, burada NP pozitif anlamli iplik¢ikte kodlanmaktadir (Nerva vd. 2019).
Mymonaviridlerin konak hiicrelerin sitoplazmasinda replike olduguna inanilmaktadir,
ancak replikasyon mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. Riboniikleoprotein (RNP)
kompleksleri  replikasyon ve transkripsiyon i¢in dogrudan kalip olarak
kullanilabilmektedir. =~ Replikasyon  genellikle =~ RNP  kompleksleri  iginde
gerceklesmektedir. Replikasyon, tam uzunlukta pozitif anlamli antigenomlar
sentezlemek icin L proteinine ihtiya¢ duyar, bunlar daha sonra negatif-anlamli nesil

(progeny) genomlarin sentezi i¢in kalip gorevi gormektedir (Jiang vd. 2022b).

10



Mymonaviridler; bitki patojeni, yenilebilir ve endofitik (bitki ig¢inde parazit olarak
yasayan) mantarlar dahil olmak iizere farkl tiirlere ait mantarlarda karakterize edilmistir
(Kondo vd. 2013, Liu vd. 2014, Marzano vd. 2016, Mu vd. 2017, Hao vd. 2018, Wang
vd. 2018, Lin vd. 2019, Nerva vd. 2019, Ruiz-Padilla vd. 2021, Wang vd. 2022, Zhong
vd. 2022, Moran vd. 2023, Ye vd. 2023); boceklerden (Shi vd. 2016, Medd vd. 2018,
Pettersson vd. 2019, Xu vd. 2024), oomisetlerden (Chiapello vd. 2020), bitkilerden
(Marzano ve Domier 2016, Wright vd. 2020) ve topraktan (Starr vd. 2019) elde edilen
RNA’lardan NGS ile olusturulan dizilerde de bulunmuslardir. Tiim bu metatranskriptom
verilerine ragmen mevcut literatiirde mymonaviridlerin gercek konakgilar1 belirsizdir.
Virdis, hifal fiizyon yoluyla yatay olarak bulasabilir.

Liu ve ekibi, Sclerotinia sclerotiorum kok ¢liriikliigii mantarindan izole ettikleri SSNSRV-
1'in bu mantarda hipoviriilansa neden oldugunu rapor etmislerdir. Saflagtirilmig SSNSRV-
1 viryonlari, viriis igermeyen bir S. sclerotiorum suguna transfekte edilmis ve hipoviriilans
saglamigtir. SSNSRV-1 enfeksiyonu, konuk¢usunun yavas biiyiimesine, sklerotia (mantar
miselyumundan olusan sert kompakt kiitle) iretme yetenegini kaybetmesine ve mantarin
bazi bitkilerde hastalik yapici etkisini kaybetmesine neden oldugunu bildirmislerdir (Liu
vd., 2014).

Morén ve ekibi, yapraklarda yukar1 dogru kivrilma ve erken biiyiimede genel bir azalig
oldugunu gosteren asma bitkilerinde mantarlarla iligkili bir mymonaviriis olan
Plasmopara-viticola-lesion-associated mononegaambi virus 3'lin (yakin zamanda
Penicillimonavirus gammaplasmoparae olarak smiflandirilmigtir) tiim genomunu
belirlemislerdir. P gammaplasmoparae genomunun iki segmentli oldugunu, yaklasik
6150 ve 4560 niikleotitlik iki RNA molekiiliinden olustugu rapor edilmistir (Moran vd.
2023).

Xu ve ekibi, biyolojik bocekkiran entomopatojenik fungus Beauveria bassiana'y1 enfekte
eden Beauveria bassiana negative-strand RNA virus 1'in (BbNSRV1) tim genomunu
rapor etmiglerdir. BbONSRV 1'in genomu, 6169 niikleotit uzunlugunda, 1949 amino asit ile
varsayllan RdRp kodlayan tek bir ORF igeren, negatif anlamli tek iplik¢ikli RNA
segmentinden olusmaktadir. Bu c¢alisma, B. bassiana'yt enfekte eden -ssRNA

mikoviriisiiniin ilk raporudur (Xu vd. 2024).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Dermatofit izolatlarinin temin edilmesi

Bu calisma kapsaminda izmir Katip Celebi Universitesi Atatiirk Egitim ve Arastirma
Hastanesi’nde Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarina gonderilen, farkli yas gruplarindaki

hastalara ait keratinize klinik 6érneklerden izole edilen dermatofit izolatlar1 kullanilmuistir.

3.1.2 Dermatofit orneklerinin hastalardan izole edilmesi, saf Kkiiltiirlerinin elde

edilmesi ve saklanmasi

Izmir Katip Celebi Universitesi Atatiirk Egitim ve Arastirma Hastanesi Tibbi
Mikrobiyoloji Laboratuvari'na gonderilen deri, sa¢ ve tirnak drnekleri, mikolojik analiz
icin igleme tabi tutulmustur. Bu 6rnekler, steril bir bistiiri ile kiiclik parcalara ayrilarak
bazilar1 sikloheksimit (saprofit mantar kontaminasyonunu engellemek igin) igeren,
bazilar1 ise icermeyen Sabouraud dekstroz agar (SDA) besiyerlerine ekilmistir. Ekimler,
27 ila 30°C arasinda uygun sicaklikta inkiibe edilmis ve giin asir1 olarak incelenmistir.
Ureme olan petrilerde makroskopik ve mikroskopik inceleme sonucunda dermatofit
olarak tanimlanan izolatlarin konidiumlar tiraslanarak steril distile su iceren flakonlarda

stoklanmustir.

3.2 Yontem

3.2.1 Dermatofit 6rneklerinin mikroskobik degerlendirilmeleri

Dermatofit ornekleri; stereo, binokiiler ve taramali elektron mikroskobu (SEM) ile

incelenmistir. Dermatofit Orneklerinin hifleri, baslangigta stereo mikroskop altinda
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incelenmistir. Sonrasinda, daha ayrintili bir inceleme i¢in binokiiler mikroskop
kullanilmistir. Binokiiler mikroskop altinda hiflerin yapilari, mikrokonidya ve
makrokonidyalar1 detayli bir sekilde degerlendirilmistir. Dermatofitlerin mikroskobik
yapilarinin boyutlarini1 belirlemek amaciyla, her bir yapi i¢in ortalama 30 ol¢iimii
gerceklestirilmistir. Bu dlglimler sonucunda, yapilarin en kiigiik ve en biiyiik degerleri
arasindaki aralik hesaplanarak boyutlar1 belirlenmistir. Incelenen yapilarin farkl
biiytitmelerde (10x10, 10x40 ve 10x100) fotograflar1 ¢ekilmis ve bu fotograflar, yapilarin
daha ayrintili bir sekilde analiz edilmesi i¢in kullanilmigtir. Dermatofit 6rneklerinin hif
yapilari, mikrokonidya ve makrokonidyalari, daha ayrintili bir sekilde incelenmek {izere
taramali elektron mikroskobu kullanilarak analiz edilmistir. Bu analiz i¢in 6rnekler,
numune tutucusu (stub) iizerine ¢ift tarafli yapiskan bant kullanilarak yerlestirilmis ve
ardindan altin kaplama teknigi ile kaplanmistir. ZEISS marka EVO 40 model taramali
elektron mikroskobuyla yapilan incelemede, dermatofit Orneklerinin detaylar

gozlemlenmis ve ilgili yapilarin fotograflar: ¢ekilmistir.

3.2.2 Dermatofit izolatlarindan genomik DNA izolasyonu

Dermatofit izolatlarin molekiiler teshisi i¢in saf misel kiiltiirlerinden genomik deoksiriboz
niikleik asit (DNA) izolasyonunda setiltrimetilamonyum bromiir (CTAB) yontemi
kullanilacaktir (Rogers ve Bendich 1994, Akata vd. 2023b, Akata vd. 2024). Genomik
DNA izolasyonu yonteminde saf misel 6rneklerinden yaklasik 50 mg kadar almip 1,5
mL’lik mikrosantrifiij tiiplerine eklenmistir. Uzerlerine 1 mL CTAB lizis tamponu (1,5 gr
%3 w/v CTAB, 4,091 gr 1,4 M sodyum Kkloriir (NaCl), 0,2923 gr 20 mM
etilendiamintetraasetik asit (EDTA), 0,6055 gr 100 mM Tris, 1,5 gr %3 w/v
Polivinilpirolidon (PVP), 100 puL %0,2 v/v B-Merkaptoetanol, pH: 8,0) ilave edilmistir.
Tiipler 1,5 dakika kadar vortekse tabi tutularak homojen hale getirilmistir. Ornekler daha
sonra 60 °C kuru blok 1siticisinda 1 saat kadar bekletilerek lizis asamas1 tamamlanmustir.
Bu asamadan sonra oOrnekler 10 dakika kadar 13500 dakikada devir (rpm)’de
santrifiijlenmis ve ortaya ¢ikan iist fazdan 500 pL kadar slipernatant kisimlar yeni tiiplere
alinmistir. Siipernatantlarin iizerine 250 pL kadar kloroform-izoamilalkol (24:1 oranda)

¢ozeltisi ilave edilmistir. Ornekler homojenize olana kadar vorteks ile karistirildiktan
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sonra 2 dakika oda sicakliginda bekletilmis ve 10 dakika 13500 rpm’de santrifiijlenmistir.
Santrifiij sonunda olusan iist fazlar dikkatli bir sekilde yeni tiiplere alinmis ve {izerlerine
esit hacimde (1:1) soguk isopropanol ilave edildikten sonra tiipler alt-list edilmistir.
Ornekler 13500 rpm’de 5 dakika santrifiijlenmis ve boylelikle genomik DNA’lar pelet
halde coktiiriilmistiir. Santrifiij sonunda tiiplerdeki siipernatantlar uzaklastirilmis ve
DNA peletleri iki sefer %70’lik EtOH ile yikandiktan sonra DNA peletleri 60 °C’de
bekletilerek kalinti etanol uzaklastirilmistir. Etanolden arindirilmis ve kismen kurutulmus
olan DNA peletleri boyutlarina gore niikleazsiz distile suda ¢ozdiiriilmiistiir. Genomik
DNA izolasyonunun sematik gdsterimi Sekil 3.1'de verilmistir. Izole edilen genomik
DNA oOrneklerinin miktarlar1 ve saflik dereceleri NanoDrop Lite (Thermo Fisher

Scientific) cihazinda spektrofotometrik olarak belirlenmistir.

1mLCTAB

Saf misel kiiltiirii 50 mg misel Vorteks 1 saat 60 °C kuru blok 10 dakika 13500
rpm santrifiij

250 pl l
kloroform-
- izoamilalkol /\
;o: -
Ust fazin yeni 10 dakika 13500 500 pl Santrifiijlenen

tiiplere alinmasi rpm santrifiij Vorteks siipernatant orneklerdeki
faz aynmi

\/4_

%70
Etanol
1:1 oraninda .
soguk o !
isopropanol :

-2 —

5 dakika 13500 Pelet halde
rpm santrifiij goktiiriilmiis
DNA'lar

Niikleazsiz
Kurutma agamasi distile suda
¢ozdiiriilmiis
genomik
DNA'lar

Yikama
agamasl.

Vorteks

Sekil 3.1 Genomik DNA izolasyonunun sematik gdsterimi (BioRender programi ile
cizilmistir)
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3.2.3 Dermatofit izolatlarinin molekiiler teshisi icin ribozomal RNA i¢erisindeki I'TS
gen bolgesinin PCR ile cogaltilmasi ve niikleotit dizilerinin elektroforetik olarak

belirlenmesi

CTAB yontemi ile dermatofit izolatlara ait saf misel 6rneklerinden izole edilen genomik
DNA o6rnekleri kalip olarak kullanilarak molekiiler filogeni ¢alismalari i¢in ribozomal
deoksiriboz niikleik asit (rDNA) icerisindeki internal transcribed spacer (ITS) gen bolgesi
PCR ile ¢ogaltilmistir. ITS gen bdlgesinin sematik gdsterimi ve ITS1-ITS4 evrensel
primerlerinin baglanma bolgeleri Sekil 3.2'de verilmistir. PCR'da tepkimede istenmeyen
primer dimerin olusumunun Oniine gecmek icin hot start Tag DNA Polymerases
(Invitrogen) enzimi kullanilmistir. PCR tepkimesi, 200 pL’lik polipropilen tiiplerde
toplam 50 pL’lik hacimde gergeklestirilmistir. Tepkime ¢ozeltisi, 5 puL Taq DNA
polimeraz tamponu (10x), 3 uL MgCl, (50 mM), 1uL deoksiriboniikleozit trifosfat
(dNTP) karisimi (her bir niikleotit yapitasindan 10 mM), 1 pLL genomik DNA kalibindan
(500-600 ng), 1 pL ITS1: 5>-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3" ve 1 pL ITS4: 5°-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3 (10 uM) oligoniikleotit primerlerinden (Stielow vd.
2015), 0,25 pL. Tag DNA polimeraz enziminden (5 iinite) ve toplam hacmi 50 pL’ye
tamamlayacak kadar niikleazlardan arindirilmis dH,O igermektedir. PCR 1s1l dongii
kosullarinda istenmeyen primer dimeri olusumunu en az seviyede tutmak icin “Inis”
(Touchdown) yaklagimi kullanilmisti. PCR 1s11 dongii protokolii su sekildedir: 5
dakikalik baglangi¢ denatiirasyon agsamasini takiben toplam 35 dongii halinde 95 °C’de
30 saniye, 65-50 °C’de (inis yaklagimi ile) 15 saniye ve 72 °C’de 2 dakika bekleme
siireleri uygulanmis ve son olarak 72 °C’de 3 dakikalik son uzama asamasi
gerceklestirilerek tepkime sonlandirilmistir. Tepkimenin 1s1l dongii islemi MiniAmp Plus

Thermal Cycler (Applied Biosystems) cihazinda yapilmstir.

Izole edilen genomik DNA’larin biitiinliikleri agaroz jel elektroforezi Sambrook vd.
(1989) tanimladig sekilde yapilmis ve boylece amplifikasyonun basarisi ve kalitesi (jelde
tek bant elde edilmesi yani 6zgilin olmayan amplifikasyonlarin olmamasi) belirlenmistir.
Agaroz jel elektroforezinde, jel ve tank tamponu olarak Tris-borik asit-EDTA (TBE)
tamponu (3,03 gr Tris-base (1 M), 185 mg EDTA (20 mM), 1,55 gr Borik asit (1 M) pH:

8,3) kullanilmustir. Jel elektroforezinde agaroz konsantrasyonu %1,75 (0,61 gr agaroz x
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35 mL TBE tamponu) olarak kullanilmistir. Elektroforez isleminde, standart olarak
elektrotlar arast her cm igin voltaji 5 volt olarak uygulanmigti. Genomik DNA
orneklerinin goriintiilenmesinde standart olarak gilivenli mavi 1s1k transilliiminator ve
interkalatér Safe-Green boyasi kullanilmistir. Agaroz jel elektroforezinde DNA
amplikonlarinin biiyiikliiklerinin belirlenebilmesinde DNA belirteci olarak GeneRuler
100 bp DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific) kullanilmistir. Agaroz jel
elektroforezinde her kuyuya 7 pL. PCR iiriinii ile 0,5 pL yiikleme boyasi karistirilarak
yiiklenmistir.

Tek bant elde edilen ve kalitesi belirlenmis amplikonlar, daha sonra dizi analizi i¢in
GeneJET PCR Purification Kit (Thermo Fisher Scientific) kullanilarak yikanmis ve
saflagtirilmistir. Kitin kullanim talimatlar1 dogrultusunda yikama ve saflagtirma islemleri
gerceklestirilmistir. Yikanan amplikonlarin miktarlari ve saflik dereceleri, NanoDrop Lite
(Thermo Fisher Scientific) cihazinda spektrofotometrik olarak 6l¢iilmiis ve dizi analizi
icin hazir hale getirilmigtir. Amplikonlarin dizilemesi i¢in PCR asamasinda kullanilan
oligoniikleotit primerler, sekans primerleri olarak kullanilmistir. Amplikonlarin niikleotit
dizileri, standart sanger dideoksi zincir sonlanma yontemi ile belirlenmistir. Sanger DNA

dizi analizi digaridan hizmet alimi ile gerceklestirilmistir.

ITS1 ITS2

é h
ITS1 ITS4

Sekil 3.2 ITS gen bolgesi ve ITS1-ITS4 primerlerinin gosterimi

3.2.4 PCR ile ¢ogaltilan dizilerin molekiiler teshisi icin BLASTn kullanilmasi ve

filogenetik analizlerin yapilmasi

Tiir teshisi i¢in elde edilen amplikon diziler, 6ncelikle NCBI’in Nucleotide BLAST
(Basic Local Alignmet Search Tool) (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) ¢evrimigi

dizi haritalama ve benzerlik analizi araciyla analizler gerceklestirilmistir.
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Molekiiler tiir teshisinde BLASTn analizleri, NCBI GenBank veritaban1 kullanilarak,
incelenen DNA diziliminin benzerliklerini tanimlanmis diziler ile karsilagtirilmigtir.
Analiz edilen amplikona ait dizilere en yiiksek yiizde benzerligi gdsteren dizilere ait tiirler
teshis icin dikkate alinmistir. En yiiksek benzerlige sahip olan GenBank'a girilen dizinin
herhangi bir yayinda kullanilip kullanilmamasi durumu ve yakin bir zaman igerisinde
GenBank'a girilmis olmasi dizinin dogrulugu i¢in 6nem teskil etmektedir. Bu yontem,
tirlerin belirlenmesi veya siniflandirilmasi i¢in yaygin olarak kullanilan bir aragtir.
Geleneksel makro mantar teshis yontemlerinin sonuclart ile desteklenmesi kaydiyla,
BLASTn ile yapilan analizler sonucunda dermatofit izolatlara ait misel 6rneklerinin yeni
bir tiir kayd:r veya yeni bir tiire/cinse ait olup olmadiginin belirlenmesinde BLAST
niikleotit dizi benzerlik oranlar1 ve dizi kapsanma yiizdeleri dikkate alinmistir. Mantar
tirleri icin genellikle ITS1-5.8S-ITS2 rDNA bolgesi gibi 500-600 niikleotit
uzunlugundaki dizilerde, tiir stnirlamasti i¢in yiizde dizi benzerlikleri <9%98-99 araliginda
dikkate alinir (Bonito vd. 2010, Hawksworth ve Liicking 2017, Liicking vd. 2020). NCBI
GenBank veritabaninda bulunan rDNA dizileri i¢inde, small subunit (kiiclik alt iinite)
(SSU) bolgesi yavas evrimlesir ve bu nedenle familya ve takim gibi yiiksek taksonomik
diizeylerde siniflandirmalarda tercih edilir, large subunit (biiyiik alt iinite) (LSU) bolgesi
daha hizli evrimlesir ve cins seviyesinde siniflandirmaya izin verir (Raja vd. 2017). Diger
yandan, en hizli evrimlesen rDNA bolgesi olan ITS bolgesi, genellikle tiir seviyesinde
tanimlamalar i¢in kullanilmaktadir (Raja vd. 2017). Dermatofit izolatlarinin molekiiler
analizlerinde, BLASTn sonuclarint dogrulamak i¢in filogenetik agaglar olusturulmustur.
BLASTn analizlerinde, NCBI GenBank veritabaninda Onceden tanimlanmis diziler
arasinda, analiz edilen amplikonlara en yakin dizi benzerligine sahip ve son zamanlarda
rapor edilen tiirlere ait diziler, filogenetik analizler i¢in i¢ grup olarak belirlenmistir.
NCBI GenBank veri bankasindan elde edilen ancak incelenen amplikona benzemeyen
uzak akraba dermatofit mantarlarina ait diziler de filogenetik analizlerde dis grup olarak
kullanilmistir. Filogenetik agac¢ olusturulurken oncelikle elde edilen dizler, MEGAT11
(Tamura vd. 2021) programinda ClustalW algoritmasi kullanilarak i¢ grup ve dis gruba
ait diziler ile alt alta siralanmistir (Edgar vd. 2004). Daha sonra, en uygun niikleotit ikame
(substitution) modeli belirlenecek ve Neighbour Joining algoritmasi ve 1000 dnyiikleme

yinelemesi (bootstrap replicate) kullanilarak filogenetik agaclar olusturulmustur.
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Geleneksel dermatofit teshis yontemlerinin sonuclariyla birlikte degerlendirilerek
dermatofit izolatlarinin gen boélgelerine ait niikleotit dizileriyle yapilan filogenetik
analizler, dermatofit drneklerinin yeni bir tiir kaydina veya yeni bir tiire/cinse ait olup
olmadigini belirlemek i¢in kullanilmistir. Analizlerde, BLASTn niikleotit dizi benzerlik
oranlar1 ve Ornege ait dizilerin agacta i¢ gruba ait dizilerle ayn1 veya farkli gruplarda

toplanma durumuna gore degerlendirilmistir.

3.2.5 Dermatofit izolatlarindan Viral Cift Iplik¢ikli RNA (dsRNA) Ekstraksiyonu

Dermatofit izolatlarindan viral dsRNA ekstraksiyonu, Darissa vd. (2010) ¢alismasinda
Onerilen  selilloz  kolonlarla  afinite  kromatografisi yontemine dayanarak
gerceklestirilmistir. Referans alinan ¢alismada CF11 seliiloz yerine Sigmacell Cellulose
Type 101 (Sigma-Aldrich) kullanilmistir. Niikleazsiz steril bos dondiirme kolonlar1 (spin
column) su sekilde hazirlanmistir; bos dondiirme kolonlari steril forseps ile alinip toplama
tiipiine (collection tube) yerlestirilmistir. Dondiirme kolonlarini igerisine filtrelemek i¢in
membran diskler yerlestirilmis, lizerlerine yaklasik 0,075 gr Sigmacell Cellulose Type
101 eklenip tiiplerin agizlar1 kapatilmistir.

dsRNA izolasyonu yonteminde saf misel drneklerinden yaklasik 30-35 mg'lik alinip 1,5
mL’lik mikrosantrifiij tiiplerine eklenmistir. Uzerlerine 6n tampon (pre-buffer) olarak 100
uL CTAB lizis tamponu (1,5 gr %3 w/v CTAB, 4,091 gr 1,4 M sodyum kloriir (NaCl),
0,2923 gr 20 mM etilendiamintetraasetik asit (EDTA), 0,6055 gr 100 mM Tris, 1,5 gr %3
w/v Polivinilpirolidon (PVP), 100 uL %0,2 v/v B-Merkaptoetanol, pH: 8,0) ilave
edilmigtir. Tiipler 1 dakika kadar vortekse tabi tutularak CTAB tamponunun 6rneklere
niifuz etmesi saglanmistir. Orneklerin iizerlerine 1 mL Trizol eklenmis ve hemen ardindan
2 dakika vortekse tabi tutularak homojen hale getirilmistir. Tiipler 5 dakika oda
sicakliginda bekletilerek ornekler lize edilmistir. Lize edilmis 6rneklerin {izerlerine 200
uL kloroform-izoamilalkol eklenmistir. Ornekler homojenize olana kadar vorteks ile
karistirildiktan sonra 5 dakika oda sicakliginda bekletilmis ve 10 dakika 13500 rpm’de
santrifiijjlenmistir. Santriflij sonunda olusan {ist fazdan 500 pL yeni tiiplere alinmis ve

iizerlerine 100 pL %100 EtOH eklenerek homojenize olmasi igin vortekse tabi
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tutulmustur. Bu asamada dsRNA'larin membrana baglanabilmesi i¢in %16.6 etanol
oranina sahip olmalar1 gerekmektedir. Onceden hazirlanmis niikleazsiz steril dondiirme
kolonlarina membran aktiflestirilmesi i¢in 600 plL yikama tamponu (Cizelge 3.1)
eklenerek 1 dakika 13500 rpm'de santrifiijlenmistir. Santrifiij islemi sonrasinda
membrandan gecerek toplama tiipiinde biriken sivi uzaklastirilir. 500 pL siipernatant ve
100 pL EtOH karigimi aktiflestirilmesi gerceklestirilmis olan membranli tiiplere
eklenerek 1 dakika 13500 rpm'de santrifiijlenmistir. Santrifiij sonrasinda toplanma
tiipiinde biriken sivi uzaklagtirllmistir. Tiiplere 600 pL yikama tamponu (Cizelge 3.1)
eklenerek 1 dakika 13500 rpm'de santrifiijlenmis ve membran yikama islemine tabi
tutulmustur, bu islem 2 tekrar halinde yapilmistir. Toplama tiipiinde birken sivi
uzaklastirildiktan sonra, membranli tiipler hi¢bir sey eklenmeden 1 dakika 13500 rpm'de
santrifiijlenerek membran iyice kurutulmustur. Membranli dondiirme kolonlart yeni 1,5
mL’lik mikrosantrifiij tiiplerine alinmistir. Membranlara 35 pL eliisyon tamponu (Cizelge
3.1) eklenmis ve 1 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra 1 dakika 13500 rpm'de
santrifiijlenmistir. Santrifiij islemi sonrasinda tiipte biriken siv1 pipetlenerek bir kez daha
membrana eklenmis ve 1 dakika 13500 rpm'de santrifiijlenmistir. Dermatofit

izolatlarindan viral dsRNA ekstraksiyonunun sematik gosterimi Sekil 3.3'te verilmistir.

Cizelge 3.1 dsRNA ekstraksiyonunda kullanilan tamponlarin igerikleri

2X STE Tamponu

Yikama Tamponu

Eliisyon Tamponu

606 mg Tris (0,1 M)
584 mg NaCl (0,2 M)
29 mg EDTA (2mM)
325 mL HCI (%37)

25 mL 2X STE tamponu
25 mL %34 EtOH

500 pL 2X STE tamponu
500 uL dH20
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Sekil 3.3 Dermatofit izolatlarindan viral dsSRNA ekstraksiyonunun sematik gdsterimi
(BioRender programu ile ¢izilmistir)

3.2.6 Viral dsRNA iceriklerinin elektroforetik olarak belirlenmesi

dsRNA taramasi sonucunda %0,65'lik agaroz jel kullanilmis (0,23 gr agaroz x 35 mL TBE
tamponu), dsRNA ekstraklar1 elektroforetik yontemle incelenmis ve igerikleri ile
boyutlar1 belirlenmistir. Agaroz jel elektroforezi, standart olarak Sambrook ve
digerlerinin tanimladig1 sekilde yapilmistir (Sambrook vd, 1989). Agaroz jel
elektroforezinde her kuyuya 20 pL dsRNA ile 4 pL yiikleme boyasi karistirilarak
yliklenmisg, jel ve tank tamponu olarak TBE tamponu kullanilmistir. Elektroforez
isleminde, standart olarak elektrotlar aras1 her cm i¢in voltaji 5 volt olarak uygulanmistir.
dsRNA orneklerinin  goriintiilenmesinde standart olarak giivenli mavi 151k

transilliminatér ve interkalator Safe-Green boyast kullanilmistir. Agaroz jel

20



elektroforezinde dsRNA'larin biiyiikliiklerinin belirlenebilmesinde GeneRuler 1 kb Plus
DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific) DNA belirteci kullanilmistir.

3.2.7 Agaroz jel elektroforezinde dsRNA+ orneklerin cDNA'ya cevrilmesi ve rPCR

tepkimesi

dsRNA taramasi sonucunda agaroz jel elektroforezi ile belirgin bantlagsmalar gézlemlenen
ve dsRNA+ yani wviris varligin  olan  dsRNA’lar, Primer—dN6: 5°-
CCTGAATTCGGATCCTCCNNNNNN-3" oligoniikleotit primeri kullanilarak ters
transkripsiyonla ~ komplementer = DNA'ya  (complementary DNA) (cDNA)
doniistiriilmistir. cDNA sentezi, High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(Applied Biosystems) kullanilarak yapilmistir. ¢cDNA tepkimesi i¢in, 200 pL’lik
polipropilen tiipte, 12 pL. dsSRNA 6rnegi, 1 uL dN6 oligoniikleotit primer (100 pmol) ve
2 uL Dimetilsiilfoksit (DMSO) ile karistirilmistir. dsSRNA o6rnekleri, denatiirasyon
amaciyla 97 °C'de 2 dakika bekletilmis ve ardindan tiipler buz iizerinde 1,5 dakika
bekletilmistir. Daha sonra tiiplere 1 uL. dNTP (100 uM), 2 pL enzim tepkime tamponu
(10x) ve 1 pL ters transkriptaz enzimi (MultiScribe Reverse Transcriptase) (50 U/uL)
eklenerek ¢ozelti iyice karistirilmistir. Tiipler 25 °C'de 10 dakika ve daha sonra 37 °C’de
2 saat bekletilmistir ve tiipler 85 °C’de 5 dakika bekletildikten sonra tepkime
sonlandirilmistir. Agaroz jel elektroforezi ile varliklari tespit edilen dsSRNA'lar cDNA'ya
cevrilip, rastgele (random) polimeraz zincir tepkimesi (rPCR) yontemi ile ¢ogaltilmigtir
(Darissa vd. 2010, Akata vd. 2023a, Sahin vd. 2024). PCR i¢in DNA polimeraz olarak
Taq DNA Polymerases (Invitrogen) kullanilmistir. Tepkime, 200 uL’lik polipropilen
tiiplerde toplam 50 pL’lik hacimde gergeklestirilmistir; 5 ul. Tag DNA polimeraz
tamponu (10x), 3 pL rPCR Primer: 5'-CCTGAATTCGGATCCTCC-3' (10 uM)
oligoniikleotit primeri, 3 pL MgCl> (50 mM), 1 uL deoksiriboniikleozit trifosfat (ANTP)
karisimi (her bir niikleotit yapitasindan 10 mM), 1 pL elde edilen cDNA kalib1, 0,25 pL
Taq DNA polimeraz enzimi (5 iinite) ve toplam hacmi 50 pl’ye tamamlayacak kadar
niikleazlardan arindirilmis dH>O igermektedir. PCR 1s1l dongii kosullar ise su sekildedir:
5 dakikalik baglangi¢ denatiirasyon asamasini takiben 35 dongii halinde 94 °C’de 18

saniye, 52 °C’de 15 saniye ve 72 °C’de 40 saniye bekleme siireleri uygulanmis ve son

21



olarak 72 °C’de 5 dakikalik son wuzama asamasi gerceklestirilerek tepkime
sonlandirilmistir. Tepkimenin 1s1l dongii islemi MiniAmp Plus Thermal Cycler (Applied
Biosystems) cihazinda yapilmistir. PCR sonunda elde edilen amplikonlar, yontem 3.2.3’te
belirtildigi gibi agaroz jel elektroforezi ile analiz edilmistir. rPCR {iriinlerinin agaroz jel
elektroforezi analizi sonucunda kalitesi belirlenmis amplikonlar, dizi analizi igin
GeneJET PCR Purification Kit (Thermo Fisher Scientific) kullanilarak yikanmis ve
saflagtirilmistir. Kitin kullanim talimatlar1 dogrultusunda yikama ve saflagtirma islemleri
gerceklestirilmistir. Yikanan amplikonlarin miktarlari ve saflik dereceleri, NanoDrop Lite
(Thermo Fisher Scientific) cihazinda spektrofotometrik olarak Ol¢iilmiis ve yeni nesil
dizileme (NGS) i¢in en az 1000 ng 6rnek hazir hale getirilmistir. NGS analizi hizmet alim1

ile gerceklestirilmistir.

3.2.8 NGS sonucunda ham okumalarin yeni bastan (de novo) birlestirme yaklasimi

ile birlestirilmesi

Yeni nesil dizilemeden gelen ham okumalar, yeni bastan (de novo) birlestirme yontemiyle
viral genomlarin tiim veya tiime yakin dizileri olusturmak i¢in yeniden birlestirilmistir.
Bu amag¢ i¢in CLC Genomics Workbench biyoinformatik yaziliminin 20.0.4 siirtimii
kullanilmistir. De novo birlestirme iglemi i¢in oncelikle ham okumalardan, yeni nesil
dizilemede kiitiiphane olusturmak i¢in kullanilan niikleotit etiketleri ve rPCR protokolii
ile ornek hazirlama sirasinda kullanilan rPCR primeri 3 niikleotit uyumsuzluguna
(mismatch) kadar ayiklanmistir. Daha sonra de novo birlestirme isleminde kullanilan
parametrelerde otomatik eslestirilmis mesafe tahmini (paired distance estimation) ile
kelime biiyiikliigli (word size) 26, kabarcik biiyiikliigii (bubble size) 50 ve minimum
birlestirilmis dizi uzunlugu (minimum contig size) 200 niikleotit olarak belirlenmistir. De
novo birlestirme ile elde edilmis olan diziler (contigler) ve kodladiklar1 amino asit dizileri

ile, sirastyla BLASTx ve BLASTp analizleri yapilarak virtis iligkili diziler belirlenmistir.
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3.2.9 Tanimlanan dsRNA segmentlerinden tiim genom dizilerin elde edilmesi
amaciyla RNA ligasyonu, RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends) icin cDNA

hazirlanmasi ve primer tasarlanmasi

De novo birlestirme ile elde edilmis olan contiglerin biyoinformatik analizleri yapilarak
viriis iligkili diziler belirlenmistir. Tiime yakin segment dizilerinin tiim genomunun ortaya
cikartilmasi i¢in yontem 3.2.5'te belirtildigi gibi enfekte olan dermatofit 6rneklerinin viral
dsRNA ekstraksiyonu yapilmistir. Viral dsSRNA ekstraksiyonunun kontrolil i¢in yontem
3.2.6'da belirtildigi gibi agaroz jel elektroforezi yapilmistir. Jel elektroforezi sonrasinda
viral dsRNA firiinlerinin terminal bdlgelerinin dizilerinin belirlenmesinde molekiiliin 3’
uclarina, T4 RNA Ligase 1 enzimi (New England Biolab) yardimiyla 5’ ucundan
fosfatlanmis ve 3° ucundan amin grubu ile bloke edilmis olan RLO: 5’-P-
CATGGTGGCGACCGGTAG-NH2-3’ oligoniikleotit primer etiketi takilmistir (Akata
vd. 2023a, Darissa vd. 2010, Sahin vd. 2024, Sahin ve Akata 2019). Ligasyon islemi, 200
uL’lik polipropilen tiipler icerisinde; 20 uL PEG (polietilen glikol) 8000 (%50), 10 pL
dsRNA (yaklasik 20 pmol), 5 pL ATP (adenozin trifosfat) (son konsantrasyonu 1 mM
olacak sekilde), 5 uL T4 RNA Ligaz tamponu (10x) (50 mM Tris-HCI, pH 7,5, 10 mM
MgClz, 1 mM DTT), 4 uL. DMSO (%10), 2 uL. RLO primer (120 pmol), 1 uL. RNaz
inhibitorii ve 3 pLL. T4 RNA Ligaz enzimi (20 {inite) ile karistirilarak toplam hacim 50 pL
olacak sekilde hazirlanmistir. Ligasyon tepkimesi 37 °C’de 6 saat, 18 °C’de 2 saat, 16
°C’de 2 saat ve 14 °C’de 2 saat inkiibasyon ile gergeklestirilmistir. Bu tepkime sonunda
artakalan fazlalik oligoniikleotitler yontem 3.2.3'te belirtildigi gibi saflastiriimigtir. cDNA
sentezi, yontem 3.2.7'de belirtildigi gibi yapilmistir. Ancak, cDNA isleminde kullanilan
primer dN6: 5’-CCTGAATTCGGATCCTCCNNNNNN-3" yerine, dsRNA'nin 3’
uclarinda bulunan etiketlere komplementer olan RTP: 5'-CTACCGGTCGCCACCATG-
3' oligoniikleotit primeri kullanilarak yontem 3.2.7'de belirtildigi gibi gerceklestirilmistir.
RACE PCR i¢in cDNA sentezlenmesinde, yontem 3.2.7'de belirtildigi gibi tiiplerin 25
°C'de 10 dakika bekletilme asamasi atlanmistir. RACE PCR'da kullanilmak iizere,
yontem 3.2.7'de agiklanan dizi analizi sonucunda elde edilen ve tim genoma yakin dizi
bilgisine dayanarak Primer3 4.1.0 siirtimlii (https://primer3.ut.ee) ¢evrim i¢i araci ile
sekans spesifik oligoniikleotit primerler (5’ u¢ i¢in geri primer, 3’ ug i¢in ileri primer)

tasarlanmistir. Ligasyon tepkimesi ve saflastirma sonunda elde edilen cDNA {iriiniinden
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1 pL kullanilarak, RTP primeri ve sekans spesifik primer kullanilarak RACE PCR
gerceklestirilmis ve boylelikle dsSRNA segmentlerinin 5 ve 3° u¢ bdolgeleri amplifiye
edilmistir. PCR, 200 upL’lik polipropilen tiiplerde toplam 50 pL’lik hacimde
gerceklestirilmigtir; 5 pL Taq DNA polimeraz tamponu (10x), 1 pL RTP: 5'-
CTACCGGTCGCCACCATG-3' (10 uM) oligoniikleotit primeri, 1 pL tasarlanan sekans
spesifik (10 uM) oligoniikleotit primeri, 3 uL. MgCl, (50 mM), 1uL deoksiriboniikleozit
trifosfat (ANTP) karisimi (her bir niikleotit yapitagindan 10 mM), 1 pL elde edilen cDNA
kalibi, 0,25 pL Tag DNA polimeraz enzimi (5 iinite) ve toplam hacmi 50 pL’ye
tamamlayacak kadar niikleazlardan arindirilmis dH>O igermektedir. PCR asamasinda
kullanilacak olan RTP primerinin ve tasarlanan sekans spesifik primerlerin TM'leri
(melting temperature) NEB Tm Calculator (https://tmcalculator.neb.com/#!/main) ¢evrim
ici aract kullanilarak hesaplanmistir. PCR protokolii bu hesaplamalar sonucunda
diizenlenmis ve tepkime gergeklestirilmistir. PCR sonunda elde edilen amplikonlar,
yontem 3.2.3’te belirtildigi gibi agaroz jel elektoroforezi ile dogrulanmis ve yontem
3.2.3'te belirtildigi gibi yapilan haritalamalar sonucunda beklenilen yerlerde belirgin
bantlagmalar gozlemlenen Ornekler yontem 3.2.3'te belirtildigi gibi yikanarak
saflagtirllmistir. Yikanan amplikonlarin miktarlar1 ve saflik dereceleri, NanoDrop Lite
(Thermo Fisher Scientific) cihazinda spektrofotometrik olarak 6l¢iilmiis ve dizi analizi
icin hazir hale getirilmistir. Amplikonlarin dizilemesi i¢cin RACE asamasinda kullanilan
oligoniikleotit primerler, sekans primerleri olarak kullanilmistir. Amplikonlarin niikleotit
dizileri, standart sanger dideoksi zincir sonlanma yontemi ile belirlenmistir. Sanger DNA

dizi analizi digaridan hizmet alimi ile gerceklestirilmistir.

3.2.10 TA klonlama yonteminin uygulanmasi

RACE asamas1 sonrasinda yapilan agaroz jel elektroforezi sonucuna gore tek bant elde
edilemeyen veya kalitesi belirlenememis olan amplikonlar1 sekanslamak icin TA
klonlama yontemi kullanilmistir. TA klonlama yonteminde pGEM-T Easy Vector Systems
(Promega) kullanilmistir. Bu vektor, B-galaktosidaz enzimini kodlayan lacZ geni ve X-
Gal (5-bromo-4-kloro-3-indolil-beta-D-galakto-piranosid) igeren besiyeri sayesinde,
transformasyon sonras1 bakteri kolonilerinin mavi veya beyaz renk almasini saglar. Bu

ozellik, girdi pozitif klonlarin se¢ilmesini kolaylastirir.
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Bu yontem icin Oncelikle klonlanmak istenen PCR iiriinleri DNA ligasyonuna tabii
tutulmustur. DNA ligasyon iglemi 200 puL’lik polipropilen tiipte toplam 10 pL’lik hacimde
gerceklestirilmigstir; 5 pL ligasyon tamponu (2x), 1 uL pGEM-T easy vektorii, 1 uL T4
DNA Ligaz enzimi, | pL PCR {iriinii (0,6 pmol ) ve 2 pL dH>O. Ligasyon isemi 1,5 saat
22 °C’de ve 12-14 saat 4 °C’de gergeklestirilmistir. Ligasyon islemi tamamlandiktan
sonra, 1 pL ligasyon iiriinii kompetent ve mavi/beyaz koloni taramasi i¢in uygun olan
Escherichia coli bakterisinin dH5a susuna transformasyon ile aktarilmistir. E. coli dH5a
susunun kompetent hale getirilmesi ve transformasyon agamasi Chung vd. (1989)
caligmasina gore yapilmistir. Bu asamada kullanilan transformasyon ve saklama ¢ozeltisi
(TSS) su sekilde hazirlanmistir: 5 gr PEG600, 0,5083 gr MgCl,.6H,O (Magnezyum
klorlir hekzahidrat), 2,5 mL DMSO ve c¢ozeltiyi 50 mL'ye tamamlayacak kadar
otoklavlanmis LB (Luria-Bertani) s1v1 besiyeri (10 g/L NaCl, 10 g/L tripton ve 5 g/L maya
ekstrakt1) eklenmis ve hazirlanan ¢6zelti, 0,22 pL por ¢apli membran filtreden gegirilerek
steril edilip -20 °C’de saklanmustir. E. coli dH50 susunun kompetent hale getirilmesi ve
plazmit ile transformasyonu i¢in agsagidaki talimatlar uygulanmistir: 25 mL steril LB s1v1
besiyerine, E. coli (dH5a) aktif kiiltlirlinden 25 pL ekilerek, OD600 degeri 0,3 - 0,5'e
ulasana kadar kontrollii bir sekilde 37 °C'de takriben 16-18 saat boyunca inkiibe edilerek
birinci aktiflestirme tamamlanmistir. Birinci aktiflestirmeden alinan 25 pL E. coli (dH5a)
aktif kiiltiirii 25 mL steril LB siv1 besiyerine ekilmistir. E. coli (dH5a) kiiltiirti, OD600
degeri 0,3 - 0,5'e ulasana kadar kontrollii bir sekilde 33 °C'de takriben 5-6 saat boyunca
inkiibe edilerek ikinci aktiflestirme tamamlanmustir. Ikinci aktiflestirme tamamlandiktan
sonra E. coli (dH5a) kiiltirii 12 dakika 4500 rpm'de santrifiijlenerek pelet haline
getirilmistir. Bakteri peleti, kiiltiir hacminin 1/10’u kadar (~700 pL) TSS ¢ozeltisinde
siispanse edilmis ve 30 dakika boyunca buz iizerinde bekletilerek kompetent hale
getirilmistir. Buz tizerinde 1,5 mL’lik steril santrifiij tiiplerine 1 pL ligasyon {iriinii
koyulmustur. Uzerlerine 100 pL kompetent hale gelmis bakteri ilave edilmis ve 30 dakika
buz iizerinde bekletilmistir. Daha sonra tiipler 45 °C’deki kuru blok 1siticisinda, 1,5
dakika bekletilmis ve bakterilere 1s1 soku uygulamasi yapilmistir. Is1 sokundan sonra
tiipler 1 dakika buz {izerinde bekletilmistir. Bu asamadan sonra, bakterilerin iizerine 150
uL LB s1v1 besiyeri ilave edilmis ve hiicreler 37 °C’de 30 dakika inkiibe edilmistir. Yarim
saatlik inkiibasyondan sonra, 250 pL kadar bakteri stispansiyonu, 20 uL. Ampisilin (100
pg/mL) (Sigma-Aldrich) ve 40 uL X-Gal stok soliisyonu (20 mg/mL) (200 mg X-Gal ve
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10 mL N,N-Dimetilformamid (DMF)) iceren LB agar besiyerine (15 g/L agar, 10 g/L
NaCl, 10 g/L tripton ve 5 g/L maya ekstraktl) yayma ekim yontemiyle ekilmis ve
besiyerleri 37 °C’de 16 saat ve takiben 4 °C’de 2 saat inkiibasyon sonunda mavi-beyaz
koloni taramasina hazir hale getirilmislerdir. Inkiibasyon sonunda, girdi pozitif sonug
veren koloniler, RACE PCR iiriiniinii iceren vektdrde lacZ geninin kapali olmasi
nedeniyle kolonide beyaz renk goézlemlenmistir. Negatif sonu¢ veren koloniler ise
vektorde lacZ geninin aktif olmasi sebebiyle X-Gal'in -galaktosidaz enzimi tarafindan
parcalanmasiyla mavi renkte gézlemlenmistir. Girdi pozitif kolonilerden 25-30 tanesiyle,
vektor lizerindeki girdi DNA'nin varligi ve boyutunun dogrulanmasi igin M13F: 5'-
GTAAAACGACGGCCAGT-3' ve MI3R: 5-CAGGAAACAGCTATGAC-3’
oligoniikleotit primer ¢ifti kullanilarak koloni PCR yapilmistir. Koloni PCR’da kalip
DNA yerine, 10 pL’lik beyaz pipet ucu ile kolonilere dokunularak alinan bakteri 6rnekleri
kullanilmistir. Tepkime, 200 pL’lik polipropilen tiiplerde toplam 50 pL’lik hacimde
gerceklestirilmistir; 5 uL Taq DNA polimeraz tamponu (10x), 3 uL MgClz (50 mM), 1 pL
M13F (10 uM) oligoniikleotit primeri, I pL. M13R (10 pM) oligoniikleotit primeri, 1pL
deoksiriboniikleozit trifosfat (AINTP) karisimi (her bir niikleotit yapitasindan 10 mM),
kalip olarak pipet ucu ile kolonilere dokunularak alinan bakteri, 0,25 pLL Taqg DNA
polimeraz enzimi (5 {inite) ve toplam hacmi 50 pl’ye tamamlayacak kadar niikleazlardan
arindirilmis dH>O icermektedir. PCR 1s1l dongii protokolii su sekildedir: 3 dakikalik
baslangi¢ denatiirasyon asamasini takiben toplam 30 dongii halinde 95 °C’de 15 saniye,
60 °C’de (inis yaklagimi ile) 15 saniye ve 72 °C’de 15 dakika bekleme siireleri
uygulanmig ve son olarak 72 °C’de 1 dakikalik son uzama asamasi gergeklestirilerek
tepkime sonlandirilmistir. Girdi DNA'nin varlig ve biiytikliigli dogrulandiktan sonra, 25-
30 koloni ampisilinli sivi LB besiyerinde {iretilmis ve girdi DNA'nin dizisinin
belirlenmesi i¢in plazmit vektorii izole edilmistir. Plazmit izolasyonunda WizPrep
Plasmid DNA Mini Kit (Wizbiosolutions) kullanilmistir. Plazmit izolasyonu kitin
kullanim talimatlart dogrultusunda gergeklestirilmistir. Secilen plazmit vektdriindeki
dsRNA dizisinin cDNA'sinin dizisi, M13F ve M13R primerleri sekans primerleri olarak
kullanilarak standart sanger dideoksi zincir sonlanma yontemiyle belirlenmistir. Sanger

DNA dizi analizi dis hizmet alimiyla gergeklestirilmistir.
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3.2.11 Elde edilen dsRNA dizilerinin birlestirilerek tiim viral genom dizilerinin elde

edilmesi

NGS sonucu elde edilen contigler ile rPCR, RACE ve TA klonlama sonucunda elde edilen
dizilerle birlestirilmis ve dsSRNA viral genomlara ait tiim dizi bilgisi elde edilmistir. Dizi
birlestirmeleri sonucunda ortaya ¢ikan olasi bosluklar, sekans spesifik oligoniikleotit
primerleri kullanilarak yontem 3.2.9°da belirtildigi gibi PCR ile ¢ogaltilmis ve dizileri

belirlenerek tiim genom dizi birlestirmeleri yapilmistir.

3.2.12 Tiim viral genomlara ait dsRNA dizilerinin biyoinformatik ve filogenetik

olarak analiz edilmesi

Elde edilen tiim viral genomlara ait dsSRNA dizilerindeki protein kodlayan acik okuma
cergeveleri (ORF), ORFfinder ¢evrim i¢i araci (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/)
kullanilarak belirlenmistir. Daha sonra, tanimlanan tiim viral genomlarin 5’ ve 3’ ug
kisimlarinda bulunan, kodlama yapmayan ve enkapsidasyon, transkripsiyon, translasyon
ve replikasyon siireclerinde gorev alan cis elementleri igeren regulatdr bolgeler
(untranslated region) (translasyonu yapilmayan bolgeler) (UTR) belirlenmistir. Ozellikle
segmentli genomlara sahip (6rn: bipartit viriisler) viriislerin ¢oklu enfeksiyon yapmis
oldugu durumlarda tanimlanan UTR’ler, bu bdlgelerin kendi aralarindaki dizi
benzerlikleri dikkate alinarak genom segmentlerinin eslestirilmesinde kullanilmistir. Elde
edilen dsRNA dizilerinin filogenetik analizi hem niikleotit dizileri ile hem de kodladig:
proteinlerin (RNA bagimli RNA polimeraz (RdRp), Niikleokapsit gibi) aminoasit dizileri
esas alinarak, MEGA11 yazilimi1 kullanilarak yapilmistir (Tamura vd. 2021). Bunun i¢in
oncelikle dsRNA dizileri, NCBI’in BLASTn ¢evrimi¢i dizi benzerligi analizi araci ile
analiz edilmistir. BLAST analizinde, GenBank DNA veri bankasinda daha onceden
tanimlanmis olan diziler igerisinde, analiz edilen dsSRNA dizisine en ¢ok dizi benzerligi
gosterenleri, filogenetik analizlerde kullanilmak {izere i¢ grup olarak belirlenmistir. NCBI
GenBank veri bankasindan elde edilen ve analiz edilen dsRNA dizisi ile dizi benzerligi
gostermeyen diger viral dSRNA dizileri de filogenetik analizlerde kullanilmak iizere dig
grup olarak belirlenmistir. Ayni sekilde, analiz edilen dSRNA’dan kodlanan proteinlerin

amino asit dizilerinin filogenetik analizlerinde de Protein BLAST ¢evrim igi araci
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kullanilarak i¢ grup ve dis gruplar belirlenmistir. En olasi filogenetik agaclarin
olusturulmasinda, Neighbour Joining algoritmast ve 1000 onyiikleme yinelemesi
(bootstrap replicate) kullanilmistir. Filogenetik analizlerde en dogru amino asit yer
degistirme/substitiisyon modelinin se¢iminde MEGAI11 yaziliminin “en iyi protein
modelinin belirlenmesi” modiilii kullanilmistir. dsSRNA’larin niikleotit dizileri ve dsSRNA
molekiillerinden kodlanan proteinlerin amino asit dizileri ile yapilan filogenetik analizler
sonucunda elde edilecek olan agacglarda analiz edilen dizinin yeni bir dsRNA viriisii
cinsine veya ailesine ait olup olmadiginin belirlenmesinde i¢ gruba ait dizilerle ayn1 veya

farkli grupta toplanmalar1 g6z 6niinde bulundurulmustur.

Viriislerde tiir sinir1 i¢in belirlenen yiizde dizi benzerlik esik degerleri her viriis familyas1
icin farklilik gostermekte ve bu sinirlar Uluslararast Viriis Taksonomi Komitesi’ndeki
(ICTV) galisma gruplar tarafindan, ¢aligilan virlis familyasindaki varyasyon diizeyleri
dikkate alinarak tayin edilmistir. Ornegin konaklar1 mantarlar, bitkiler ve muhtemelen
bocekler olan Chrysoviridae familyast i¢in cins ayirma kriterleri: filogenetik analiz,
niikleotit ve amino asit dizisi verileri (6rnegin, RARP hari¢, viral proteinler cinsler
arasinda homolog degildir) ve dsRNA genom segmentlerinin sayis1 dikkate alinmaktadir
(Kotta-Loizou vd. 2020). ICTV'nin son raporuna gore Fusariviridae familyasi i¢in tiir
smirt RNA bagimli RNA polimeraz dizileri i¢in <%80 dizi benzerligi olarak
onerilmektedir (Chiba vd. 2024). Tez calismast kapsaminda tanimlanmis olan aymni
familya ve cinse mensup viriislerin birbirlerinin suslari, genotipleri veya varyantlart ma,
yoksa ayri tiirlerin iiyeleri mi olduklarinin belirlenmesinde viriis familyalar1 igin

tanimlanmis olan tiir sinir dlgiitleri dikkate alinmistir.

3.2.13 Viriis icermeyen dermatofit izolatlarinin elde edilmesi

Virilis icermeyen dermatofit izolatlarinin eldesi igin hifal u¢ kesme, termoterapi ve
fungisit ile antibiyotik tedavisinden olusan karma bir yaklasim yontemi kullanilmigtir
(Shafik vd. 2021, Khan vd. 2023). Bu amag i¢in dermatofit izolatlarinin 27 °C'de bir hafta
inkiibe edilmis SDA besiyerleri lizerindeki taze kiiltiirleri ile calisilmis olup, koloni
sinirindaki hiflerin uglari (~ 1 mm) stereo mikroskop altinda, en son dallanma noktasinin

hemen iizerinden ince bir igne kullanilarak ayr1 ayr kesilmistir. Kesilen hifal uglar yeni
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petri kaplarindaki (petri basina bir hifal ug) SDA besiyerlerine tekrar aktarilmis ve
karanlik kosulda, 37 °C'de 1 giin, daha sonra, 27 °C'de 7-10 giin boyunca inkiibe
edilmigtir. Caligilan dermatofitlerin optimal biiylime sicakliklarinin (27 °C) iizerinde
calisildiginda, dermatofit izolatlarin1 enfekte eden virlislerin replikasyonlarinin ve
kaliciliginin azalacagi diistintilmektedir (Khan vd. 2023). SDA besiyerinde yeterince
biiylikliige ulasan hiflerin u¢lar1 kesilmis ve sulu agarda (%]1,5) (water agar) 27 °C'de 7-
10 giin boyunca inkiibe edilmistir. Sulu agar, besin bakimindan yetersiz oldugundan
mantarlar i¢in bir stres kosulu olusturmaktadir, bu da mantarlarin besin aramak i¢in
genisleyerek yayillmasina ve hifal u¢ kesme isleminin kolaylagsmasina olanak
tanimaktadir (Khan vd. 2023). Sulu agardan alinan hiflerin uglar sikloheksimit (fungisit),
ampisilin ve kanamisin (antibiyotik) iceren SDA besiyerine alinarak 27 °C'de 7-10 giin
boyunca inkiibe edilmistir. Son asama olarak bu besiyerleri 37 °C'de 1 giin inkiibe
edilmistir. Bu islem viriissiiz izojenik hatlar elde edilene kadar tekrarlanmistir. En son
elde edilen hifal ug alt kiiltiiriiniin herhangi bir mikoviriis i¢erip igermemesi, yontem 3.2.5
ve 3.2.6’da belirtildigi gibi kiiltiirden elde edilen dsRNA ekstraktlarinin agaroz jel

elektroforez analizi ile belirlenmistir.

3.2.14 Viriis ile enfekte olan ve viriis icermeyen dermatofit izolatlarimin

kiiltiirlerinin morfolojik farklihklarinin gozlemlenmesi

Virtiis ile enfekte Tr247 numarali 6rnek ve virlisten arindirilmis izogenik L. aphanocladii
izolatlarinin SDA besiyerindeki kiiltiirlerin ¢ap Ol¢timleri, konidium sayilar1 ve
morfolojik degisimleri karsilagtirllmigtir. 5 adet +Tr247 ve 5 adet -Tr247 dermatofit
ornegi SDA besiyerlerinde 27 °C'de inkiibe edilmis ve kiiltiir 6rneklerinin ¢ap 6l¢iimleri
ii¢ gilinde bir olacak sekilde 24 giin boyunca 6l¢iilmiistiir. Konidium izolasyonu su sekilde
gerceklestirilmistir; besiyerlerinin iizerinden konidium tiraslanarak steril distile su i¢eren
flakonlara almarak gerceklestirilmistir. inokulum 0,5 McFarland’a gore standardize
edilmigtir. 0.5 McFarland degerindeki 6rnekler, 2 dakika boyunca elde ¢alkalanmis ve
hiflerin parcalanmasi kabaca saglanmigtir. Bu 6rnekler 4 dakika vortekse tabii tutulup, 3
dakika hiflerin dibe ¢okmesi beklenilmis ve iist kistmdan 1 mL 6rnek alinarak 1,5 mL'lik
mikrosantrifiij tiiplere aktarilmistir. Daha sonra bu Ornekler 2500 rpm'de 5 dakika

santrifiijlenmistir. 5 pL santrifiijlenen 6rneklerin siipernatantlar1 ile 2 pL laktofenol
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pamuk mavisi (lactophenol cotton blue) karistirilarak FAST READ 102 (Biosigma) lama

yiiklenmis ve mikroskop altinda konidium sayimi yapilmaistir.

3.2.15 Viriis ile enfekte olan ve viriis icermeyen dermatofit izolatlarina antifungal

duyarhlik testi yapilmasi

Dermatofit izolatlarin antifungal ilaglara karst duyarhiligini belirlemek i¢in misel
biliylimesinin pH degisim takibi temeline dayanan Sensititre YeastOne YO10 AST Plate
(Thermo Fisher Scientific) antifungal duyarlilik testi yapilmistir. Test kitin talimatinda
belirtildigi gibi yapilmistir. Sensititre YeastOne duyarlilik plakasi, in vitro tan1 amaciyla
kullanilan mikrobroth diliisyon yontemine dayanan, kurutulmus 96 kuyulu mikroplaka
formatinda kantitatif minimum inhibitér konsantrasyon (MIC) sonuglarinin
degerlendirilmesini saglamistir. Sonuglar, biliylime gostermeyen en diisiik antifungal
konsantrasyonun okunmasiyla belirlenmistir. Okuma yapilirken kirmizi kuyularin varligi,
misel biiylimesinin gostergesidir. Bu durum, antifungallere kars1 direngli funguslarin
kuyuda gelistigini ve kuyunun kirmizi-pembe bir renk aldigin1 belirtmektedir. Ancak
kuyularin mavi renk almasi miselin biiyiiyemedigini ve antifungallere direng
gosteremedigini isaret etmektedir. Anidulafungin, amphotericin b, mikafungin,
kaspofungin, flusitozin, posakonazol, vorikonazol, itrakonazol ve flukonazol antifungal
ilaclar ile dermatofitlerin antifungallere olan duyarhiliklar1 test edilmistir. Bu analiz
sonucunda viriis ile enfekte olan ve wvirlis icermeyen dermatofit izolatlarinin

antifungallere olan duyarlilig1 karsilastiriimistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Dermatofit izolatlarinin Temin Edilmesi Ve Detayh Bilgileri

Tez ¢alismas1 kapsaminda toplam 40 adet dermatofit 6rnegi temin edilmistir. Orneklerin
%77,5'1 ayak tirnagindan, %12,5'1 el tirnagindan, %5'i kasiktan, %2,5'i elden ve %2,5'i
ayaktan izole edilmistir (Sekil 4.1). Temin edilen dermatofit 6rneklerinin adi, izolasyon

kaynag1 ve izole edilme tarihleri Cizelge 4.1'de verilmistir.

El tirnag:

Kasik

El
%2,5

\_Ayak

%2,5

Ayak tirnag
%77,5

Sekil 4.1 izolasyon kaynagina gére dermatofit izolatlarinin grafigi

Cizelge 4.1 Temin edilen dermatofit 6rneklerine ait bilgiler

izolat ada izolasyon kaynag izole edilme tarihi
TrH Ayak tirnagi Temmuz 2023

Tr2 El tirnag1 Ekim 2022

Tr3 Ayak tirnagi Ocak 2019

Tr65 El tirnag1 Subat 2019

Tr92 Ayak tirnagi Haziran 2019
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Cizelge 4.1 Temin edilen dermatofit 6rneklerine ait bilgiler (devam)

Tro4 Ayak tirnagi Mart 2019
Tr97 Ayak tirnagi Mart 2019
Tr101 Ayak tirnagi Mart 2018
Tr103 El Subat 2019
Trl16 Ayak tirnagi Nisan 2019
Tr159 Ayak tirnagi Ekim 2019
Tr163 Ayak tirnagi Ekim 2019
Tr165 Ayak tirnagi Ekim 2019
Tr171 El tirnag1 Kasim 2019
Tr214 Ayak tirnagi Aralik 2019
Tr224 Ayak tirnagi Subat 2024
Tr247 Ayak tirnagi Ocak 2020
Tr289 Ayak Subat 2020
Tr290 Ayak tirnagi Subat 2020
Tr292 Ayak tirnagi Haziran 2020
Tr294 Ayak tirnagi Eyliil 2020
Tr295 Ayak tirnagi Eyliil 2020
Tr298 Ayak tirnagi Subat 2024
Tr300 Ayak tirnagi Eyliil 2020
Tr302 Ayak tirnagi Ekim 2020
Tr304 Ayak tirnagi Kasim 2020
Tr308 Ayak tirnagi Aralik 2020
Tr324 Ayak tirnagi Mart 2021
Tr335 El tirnag1 Nisan 2021
Tr336 Ayak tirnagi Ekim 2021
Tr348 Kasik Ekim 2022
Tr360 El tirnag1 Subat 2023
Tr362 Ayak tirnagi Haziran 2023
Tr374 Ayak tirnagi Aralik 2023
Tr378 Kasik Ocak 2024
Tr379 Ayak tirnagi Ocak 2024
Tr380 Ayak tirnagi Ocak 2024
Tr382 Ayak tirnagi Ocak 2024
Tr388 Ayak tirnagi Ocak 2024
Tr398 Ayak tirnagi Temmuz 2023
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4.2 Dermatofit Orneklerinin Morfolojik Teknikler ile Degerlendirilmeleri

Dermatofit ornekleri stoklardan sikloheksimitli SDA besiyerlerine ekilerek kiiltiire
almmustir. Tr295, Tr163, Tr165, Tr300, Tr97, Tr214 numarali 7. rubrum izolatlarinin 14
giinliik inkiibasyonu sonucunda, yogun, krem-beyaz, ipliksi bir goriinlimle karakterize
edilen kolonilerin (mantar misel ag1) biiylimesi gdzlemlenmistir. Kiiltiiriin arka yiizeyinde

sari-koyu kahverengi bir renk gozlemlenmistir (Sekil 4.2).

T rubrum, 21 giinliik inkiibasyonu sonucunda, 50 mm, beyaz, pamuksu bir yiizey sergiler
Koloninin alt tarafi genellikle kirmizidir, ancak bazi izolatlar daha sarimsi veya
kahverengimsi goriinebilir. 7. rubrum kiiltiirde yavas biiyiir ve fertil hifler {izerinde yanal
olarak seyrek gozyasi damlasi veya ¢ivi seklinde mikrokonidiler {iretir. Makrokonidiler
genellikle yoktur, mevcut oldugunda, makrokonidiler diiz duvarli ve dar comak
seklindedir. Saf kiiltiir elde edilen dermatofit 6rneklerinden Tr159 numarali 7. rubrum'un
binokiiler mikroskobu ve SEM goriintiileri verilmistir. (Sekil 4.3; %5 KOH icinde
(a,d,g,h,i), kongo kirmizisi icinde (b,c,e,f,j,k,1), bir ayra¢ kullanilmadan (m,n,0) (6l¢cek
cubuklart: 10 um), Sekil 4.4; 7. rubrum'un konidiyosporlar1 ve konidiyoforlar).

Tr247 6rnek numarali L. aphanocladii izolatinin 7 giinliik inkiibasyonu sonucunda, 29-
34 mm c¢apinda, yogun, beyaz, ipliksi bir goriiniimle karakterize edilen kolonilerin
(mantar misel ag1) bliylimesi gozlemlenmistir. Kiiltiiriin arka yiizeyinde turuncu-
kahverengi bir renk goézlemlenmistir. Ayrica, agar plaklarinda soluk pembemsi veya lila-
pembe renk tonuna yayilan bir pigment salgist gdzlemlenmistir. Saf kiiltiir elde edilen
dermatofit 6rneklerinden Tr247 numarali L. aphanocladii'nin binokiiler mikroskobu ve
SEM goriintiileri verilmistir. (Sekil 4.6; %5 KOH i¢inde (a,b), kongo kirmizist i¢inde (c),
melzer ayiraci iginde (d) (6lgek ¢ubuklari: 10 pum), Sekil 4.7; L. aphanocladiinin
konidiyosporlar1 ve konidiyoforlar1).

Mikromorfolojik incelemelerden elde edilen bulgular, konidiyojen hiicrelerin ya izole
birimler, ¢iftler halinde, vertikillat bir diizende diizenlenmis ya da diiz hifler lizerinde
diizensiz kiimeler halinde sikica gruplanmis olarak gelistigi gozlemlenmistir. Bu
hiicrelerin 4,6-9,3 x 0,9-2,2 um boyutlarinda dar, filamentli boyun seklinde sivrilen sise
seklinde oldugu gozlemlenmistir. Konidium, hem 1s1k hem de elektron mikroskobunda

3,1-4,2 x 1,9-2,8 um boyut araliginda oval ila elipsoidal bir sekle sahiptir.
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Sekil 4.2 Tr295, Tr163, Tr165, Tr300, Tr97, Tr214 numarali 7. rubrum izolatlarinin
sikloheksimitli SDA besiyerindeki 6n ve arka yiizeylerinin gorlintiisii
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Sekil 4.3 Tr159 numarali 7 rubrum 6rneginin binokiiler mikroskop goriintiisii
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Sekil 4.4 Tr159 numarali 7 rubrum Srneginin taramali elektron mikroskop goriintiisii
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Sekil 4.5 Tr247 o6rnek numarali L. aphanocladii izolatinin sikloheksimitli SDA
besiyerindeki 6n ve arka yiizeyinin goriintiisii

10um
10um L0um

Sekil 4.6 Tr247 numarali L. aphanocladii 6rneginin binokiiler mikroskop goriintiisii
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Sekil 4.7 Tr247 numarali L. aphanocladii 6rneginin taramali elektron mikroskop
goruntusu

4.3 Dermatofit Orneklerin Molekiiler Degerlendirilmeleri

Dermatofit 6rneklerinin genomik DNA ekstraksiyonlar1 yapildiktan sonra ITS1 ve ITS4
oligoniikleotit primerleri ile PCR'1t kurulmustur. Yapilan ITS PCR sonucunda elde edilen
iirlinlerin agaroz jeldeki goriintiileri Sekil 4.8, Sekil 4.9 ve Sekil 4.10'da verilmistir.

SRR

Sekil 4.8 ITS PCR iiriinlerinin elektroforetik olarak belirlenmesi (M: 100 bp DNA
belirteci)
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Sekil 4.9 ITS PCR iiriinlerinin elektroforetik olarak belirlenmesi (M: 100 bp DNA
belirteci)

SR

! Tr65 I'r92 I'r94 Ir101
X -

foae ¢t

Sekil 4.10 ITS PCR firiinlerinin elektroforetik olarak belirlenmesi (M: 100 bp DNA
belirteci)
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4.4 DNA Dizi Analizi Sonuglari

Sanger dideoksi zincir sonlanma yontemi ile 40 dermatofite ait diziler elde edilmistir.
Elde edilen dizilerin NCBI GenBank veritaban1 kullanilarak BLASTn analizleri
yapilmistir. BLAST analizleri sonucunda 39 dermatofit fungus Trichophyton rubrum, 1
fungusun Lecanicillium aphanocladii olarak tiir teshisi yapilmistir. Izolat isimleri,
GenBank erisim numaralart ve BLAST niikleotit dizi benzerlik oranlar1 (PI) ve sorgu

kapsanmi (QC) yiizdeleri Cizelge 4.2'de verilmistir.

T. rubrum ornekleri icin nrITS rDNA boélgesi ve maksimum olasilik (ML) yontemi
kullanilarak 39 mantar 6rnegi arasindaki evrimsel baglantilar1 gosteren bir filogenetik
aga¢c sunulmustur (Sekil 4.11). 7. rubrum kompleksinin olusturdugu haplotipler
filogenetik agagta belirtilmistir. En uygun niikleotit ikame (substitution) modeli JC+G
olarak belirlenmis ve giliven diizeyini gostermek amaciyla her dal i¢cin 1000 6nyiikleme
yinelemesi (bootstrap replicate) kullanilmistir. Agacin olusturulmasinda kullanilan tim
diziler, Tr kodlu diziler hari¢g, NCBI GenBank'tan temin edilmistir. Ayrica, Trichophyton
tonsurans dig grup temsilcisi olarak filogenetik agaca dahil edilmistir. Her dizi igin
GenBank erisim numaralari parantez i¢inde verilmistir. Sol alttaki dl¢ek cubugu 0,20'lik
bir genetik mesafeyi ifade etmektedir.

L. aphanocladii 6rnegi i¢in nrITS rDNA bolgesi ve maksimum olasilik (ML) yontemi
kullanilarak 45 mantar 6rnegi arasindaki evrimsel baglantilar1 gosteren bir filogenetik
aga¢ sunulmustur (Sekil 4.12). En uygun niikleotit ikame (substitution) modeli T92+G
olarak belirlenmis ve giliven diizeyini gostermek amaciyla her dal i¢cin 1000 6nyiikleme
yinelemesi (bootstrap replicate) kullanilmistir. Agacin olusturulmasinda kullanilan tim
diziler, Tr247 dizisi hari¢, NCBI GenBank'tan temin edilmistir. Ayrica, Microsporum
canis dis grup temsilcisi olarak filogenetik agaca dahil edilmistir. Her dizi i¢in GenBank
erisim numaralar1 parantez i¢inde verilmistir. Sol alttaki 6lgek ¢gubugu 0,20'lik bir genetik

mesafeyi ifade etmektedir.
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Cizelge 4.2 Dermatofit izolatlarinin adlari, erisim numaralart ve BLASTn analizi

sonuglari
izolat | GenBank Sorgu Kapsami (QC), Dizi Benzerlik Oram
Adi Erisim (PI), En iyi BLASTn eslesmesi

Numarasi

TrH PP736319.1 | QC %100, P1 %100 Trichophyton rubrum
Tr2 PP736320.1 | QC %100, P1 %100 Trichophyton rubrum
Tr3 PP736321.1 | QC %100, P1 %100 Trichophyton rubrum
Tr65 PP736322.1 | QC %100, P1 %100 Trichophyton rubrum
Tr92 PP736323.1 | QC %100, P1 %100 Trichophyton rubrum
Tro4 PP736324.1 | QC %100, P1 %100 Trichophyton rubrum
Tr97 PP736325.1 | QC %100, P1 %100 Trichophyton rubrum
Tr101 PP736326.1 | QC %100, P1 %100 Trichophyton rubrum
Tr103 | PP736327.1 | QC %100, PI %100 Trichophyton rubrum
Tr116 | PP736328.1 | QC %100, PI %100 Trichophyton rubrum
Tr159 | PP736329.1 | QC %100, PI %100 Trichophyton rubrum
Tr163 | PP736330.1 | QC %100, PI %100 Trichophyton rubrum
Tr165 | PP736331.1 | QC %100, PI %100 Trichophyton rubrum
Tr171 PP736332.1 | QC %100, P1 %100 Trichophyton rubrum
Tr214 | PP736333.1 | QC %100, PI %99.81 Trichophyton rubrum
Tr224 | PP736334.1 | QC %100, PI %100 Trichophyton rubrum
Tr247 | PP564874.1 | QC %100, PI %100 Lecanicillium aphanocladii
Tr289 | PP736335.1 | QC %100, PI %100 Trichophyton rubrum
Tr290 | PP736336.1 | QC %100, PI %100 Trichophyton rubrum
Tr292 | PP736337.1 | QC %100, PI %100 Trichophyton rubrum
Tr294 | PP736338.1 | QC %100, PI %100 Trichophyton rubrum
Tr295 | PP736339.1 | QC %100, PI %100 Trichophyton rubrum
Tr298 | PP736340.1 | QC %100, PI %100 Trichophyton rubrum
Tr300 | PP736341.1 | QC %100, PI %100 Trichophyton rubrum
Tr302 | PP736342.1 | QC %100, PI %100 Trichophyton rubrum
Tr304 | PP736343.1 | QC %100, PI %100 Trichophyton rubrum
Tr308 | PP736344.1 | QC %100, PI %100 Trichophyton rubrum
Tr324 | PP736345.1 | QC %100, PI %100 Trichophyton rubrum
Tr335 | PP736348.1 | QC %100, PI %100 Trichophyton rubrum
Tr336 | PP736346.1 | QC %100, PI %100 Trichophyton rubrum
Tr348 | PP736347.1 | QC %100, PI %100 Trichophyton rubrum
Tr360 | PP736349.1 | QC %100, PI %100 Trichophyton rubrum
Tr362 | PP736350.1 | QC %100, PI %100 Trichophyton rubrum
Tr374 | PP736351.1 | QC %100, PI %100 Trichophyton rubrum
Tr378 | PP736352.1 | QC %100, PI %100 Trichophyton rubrum
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Cizelge 4.2 Dermatofit izolatlarinin adlari, erisim numaralart ve BLASTn analizi
sonuclar1 (devam)

Tr379

PP736353.1

C %100, PI %100 Trichophyton rubrum
Q , phy

Tr380

PP736354.1

C %100, PI %100 Trichophyton rubrum
Q , phy

Tr382

PP736355.1

C %100, PI %100 Trichophyton rubrum
Q , phy

Tr388

PP736356.1

QC %100, PI %99.80 Trichophyton rubrum

Tr398

PP758393.1

C %100, PI %100 Trichophyton rubrum
Q , phy

= Tr348 (PP736347.1)
Trichophyton rubrum strain CBS 809.69 (MK806628.1)
Trichophyton rubrum culture CBS:127447 (MH864575.1)
k Tr214 (PP736333.1)
Trichophyton rubrum strain HS 97-146 (MK806632.1)
Trich: ophyton rubrum CBS 189.69 (AJ270801.1)
Tr374 (PP736351.1)
Tr308 (PP736344.1)
Tr300 (PP736341.1)
Tr294 (PP736338.1)
Tr224 (PP736334.1)
Tr163 (PP736330.1)
Tr101 (PP736326.1)
_| TrH (PP736319.1)
Tr65 (PP736322.1)
Tr159 (PP736329.1)
Tr171 (PP736332.1)
Tr290 (PP736336.1)
Tr304 (PP736343 1)
Tr298 (PP736340.1)
Tr336 (PP736346 1)
Tr398 (PP758393.1)
Tr378 (PP736352.1)
Trichophyton rubrum strain CBS 131555 (MK806629.1)
Tr362 (PP73635 1)
Tr38 (PP736354.1)
97 (PP736325 1)
Tr92 (PP736323.1)
Tr2 (PP736320.1)
Tr3 (PP736321.1)
Tr94 (PP736324.1)
Tr116 (PP736328.1)
Tr165 (PP736331.1)
Tr302 (PP736342.1)
Tr289 (PP736335.1)
Tr295 (PP736339.1)
Tr324 (PP736345. 1)
Tr360 (PP736349 )
Tricl yton rubrum strain IHEM 2770 (KP132848.1)
Tr379 (PP736353 1)
Trichophyton rubrum strain IHEM 26530 (MK298981.1)
Tr292 (PP736337 1)
Trichophyton rubrum culture CBS:191.69 (MH859292.1)
Trichophyton rubrum strain CBS 102856 (MK806661.1)
Trichophyton rubrum strain HS 2175111 (MK806562. 1) H6
Trichophyton rubrum culture CBS$:592.68 (MH859189
Trichophyton rubrum strain CBS 287.86 (MK806663. 1)

Trichophyton rubrum strain CBS 417.52 (MK80666-
Trichophyton rubrum CBS 735.88 (297994.1)
Trichophyton rubrum strain CBS 734.88 (MK806665 1)
Trichophyton rubrum culture CBS:518.63 (MH858343.1)
Trichophyton rubrum culture CBS:517.63 (MH858342.1)
Trich rubrum culture CBS:422.67 (MH859018 1)

82

?nchopnylon soudanense strain CBS 170.65 (MK806616.1)
Trichophyton soudanense strain IHEM 19744 (MK298844.1)
Trichophyton soudanense strain IHEM 18812 (MK298801 1)
Tnchopnyton soudanense strain CBS 384.89 (MK806!

Trichophyton soudanense strain IHEM 19715 (MK298838 1)
Trichophyton soudanense strain IHEM 26433 (MK298969.1)

Trichophyton soudanense strain CBS 286.30 (MK806615.1)
Trichophyton violaceum strain CBS 499.48 (MK806589. 1)
Trichophyton violaceum strain CBS 459.61 (MK806590.
Trichophyton violaceum strain CBS 677.82 (MK806592. 1)
Trichophyton violaceum strain IHEM 13375 (MK298713.1)
Trichophyton violaceum strain IHEM 3663 (MK806599.1)
Trichophyton violaceum strain HS 215-633 (MK806603.1)
Trichophyton violaceum strain CBS 141829 (MK806598.1)
Trichophyton violaceum strain CBS 141826 (MK806597 1)
Trichophyton violaceum strain CBS 118535 (KT155727.
Trichophyton violaceum strain IHEM 4711 (MK806610.1) 1
Trichophyton violaceum strain IHEM 19041 (MK806611.1)
Trichophyton violaceum strain CBS 730.88 (MK806614.1)
Tr10§?PP736327 1
Tr382 (PP736355.1
Tr335 (PP736348.1
Tr388 (PP736356.1

H7,

74

0.20

H5 T. rubrum

T. rubrum

Tichoptyion brum sran ew 13469 (<pis2637.4) | H2 T. soundanense
|H4 T. soudanense
|H3 T. soudanense

H1 T. soudanense

Trichophyton soudanense strain CBS 119446 (MK806619. 1)| H2 T Soudanense

H10 T. violaceum

|H8 H9, H11 T. violaceum

|H12 T. violaceum

CBS 496.48 TYPE material (NR 144891.1) | Dig grup T. tonsurans

Sekil 4.11 7. rubrum ve T. rubrum kompleksi tiyelerinin dizilerine dayanarak olusturulan
maksimum olasilik filogenetik agact
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Lecanicillium aphanocladii strain GZUIFR-lun1505 (MN944448.1)
Lecanicillium aphanocladii isolate GS73 (MN511328.1)
Lecanicillium aphanocladii isolate La29-23A (OR752316.1)
Lecanicillium aphanocladii (KX530079.1)
I Lecanicillium aphanocladii strain GZUIFR.SP477 (KX021371.1)
Lecanicillium aphanocladii strain JAUCC5994 (OR225843.1) L. aphanocladii
Lecanicillium aphanocladii isolate R801-2 (OR327068.1)
Tr247 (PP564874.1)
Lecanicillium aphanocladii strain NWU12 (MT079280.1)
Lecanicillium aphanocladii voucher NWUSeq12 (MK841424.1)
Lecanicillium aphanocladii strain CBS 581.66 (MH858887.1)
83! ecanicillium dimorphum CBS 363.86 from TYPE material (NR 111101.1)
Lecanicillium dimorphum isolate SICAUCC 23-0071 (PP060687.1)
Lecanicillium dimorphum strain CNO59F2 (ON207834.1) L. dimorphum
91 ] Lecanicillium dimorphum strain CBS 363.86 (MH861964.1)
Lecanicillium dimorphum culture Y212D (MW791873.1)

L icilli isolate LsVs 1 (| 4.2)

Lecanicillium saksenae strain KUNCC22-12486 (PP620758.1)

Lecanicillium saksenae IMI 179841 from TYPE material (NR 111102.1) L. Saksenae

B Lecanicillium saksenae strain GFRS14 (MT447482.1)
Lecanicillium saksenae isolate Ecu121 (KF472156.1)

7

Lecanicillium fusisporum CBS 164.70 from TYPE material (NR 111100.1)
Lecanicillium fusisporum voucher KUMCC 8678 (0Q926714.1) .
Lecanicillium fusisporum isolate KYK00229 (AB378517.1) L. fi usisporum
Lecanicillium fusisporum strain CBS 163.70 (MH859537.1)
Lecanicillium fusisporum strain KYK00104 (AB360370.1)
! Lecanicillium antillanum strain DUCC4009 (KP334110.1)
‘u

0

Lecanicillium antillanum CBS 350.85 from TYPE material (NR 111007.1) | L. antillanum
Lecanicillium antillanum strain CBS 350.85 (MH873577.1)
Lecanicillium magnisporum (MK329105.1)
Lecanicillium magnisporum isolate UWR 373 (0Q842747.1)
Lecanicillium magnisporum (MK329103.1) L. magnisporum
Lecanicillium magnisporum CGMCC 3.19304 from TYPE material (NR 172833.1)]
Lecanicillium magnisporum (MK329106.1)
Lecanicillium araneicola NBRC 105407 from TYPE material (NR 121208.1)| :
og ! Lecanicillium araneicola strain BTCC-F35 (AB378506.1) | L' arane“:o’a

Lecanicillium praecognitum strain MGC76 (MT247059.1)
4

Lecanicillium praecognitum WA 0000067215 from TYPE material (NR 173935.1)

L. praecognitum
Lecanicillium praecognitum strain MGC39 (MT247058.1)
‘ Lecanicillium coprophilum strain TBS419 (MH177615.1)

Lecanicillium coprophilum strain TBS418 (MH177614.1)
Lecanicillium coprophilum CGMCC 3.18986 from TYPE material (NR 163303.1)
Lecanicillium coprophilum strain TBS415 (MH177616.1)

Mic canis strain AWA3 (PP527028.1) | Dis grup Microsporum canis

L. coprophilum

0.50

Sekil 4.12 L. aphanocladii ve Lecanicillium cinsinin diger tiyelerinin dizilerine dayanarak
olusturulan maksimum olasilik filogenetik agaci

4.5 Viral dsRNA iceriklerinin Incelenmesi

40 dermatofit izolatindan viral dsRNA ekstraksiyonu, seliiloz kolonlarla afinite
kromatografisi yontemine dayanarak gerceklestirilmis ve %0,65'lik agaroz jel
kullanilarak dsRNA igerikleri elektroforetik yontemle incelenmistir (Sekil 4.13, 4.14,
4.15) Viral dsRNA taramasi yapilan 40 6rnek icerisinde, ITS rDNA analizleri ile L.
aphanocladii (Tr247 numarali dermatofit) olarak teshis edilen bir dermatofit kalitatif

gozlem ile viral dsSRNA pozitif olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.13 Viral dsRNA jel elektroforezi (M: 1 kb DNA belirteci)

— .
I £
;‘

s

| -

| ———
—
pre-—yg
—
| —

Sekil 4.14 Viral dsRNA jel elektroforezi (M: 1 kb DNA belirteci)
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Tr97 & Tr116 | Tr163 & Tr165 § Tr171 M Tr214 Tr290 § Tr295 | Tr300 & Tr302

»

Xy T ——

r224 8 Tr298 B Tr378 [ Tr379 | Tr3s0 I | TrH B Tro2 BTr101 § T
‘ > L — Prl

Sekil 4.15 Viral dsRNA jel elektroforezi (M: 1 kb DNA belirteci)

4.6 dsRNA+ Orneklerin cDNA ve rPCR Yontemleri ile Degerlendirilmesi

Kalitatif gozlem ile viral dsRNA pozitif olarak belirlenen L. aphanocladii (Tr247
numarali dermatofit) 6rneginin viral RNA'lar1 cDNA'larina doniistiiriilerek rPCR ile

cogaltilmistir. rPCR iiriiniliniin agaroz jel elektroforezi sekil 4.16'da verilmistir.

45



Sekil 4.16 Tr247 numarali 6rnegin rPCR iirliniiniin agaroz jel elektroforezi (M: 100 bp
DNA belirteci)

4.7 NGS Analizleri Sonucunda Viriis ile Tliskili Contiglerin Belirlenmesi

Tr247 numarali ornekten elde edilen rPCR firiinleri, koprii amplifikasyonu yontemi
kullanilarak Illumina MiSeq yeni nesil dizileme platformunda 2 gigabaytlik kisa
okumalar elde edilmistir. Bu kisa okumalar, CLC Genomics Workbench biyoinformatik
yaziliminin 20.0.4 siiriimii ile de novo olarak birlestirilmis ve contigler elde edilmistir.
Elde edilen contigler, NCBI BLASTx ¢evrimici aract kullanilarak GenBank'te bulunan
dizilere benzerlikleri analiz edilmis ve viriisle iligkilendirilen contigler belirlenmistir.
Viriisle iligkilendirilen dizilere ait en iyi BLAST eslesmeleri Cizelge 4.3'te sunulmustur.
Cizelge Cp, RdRp, contig numaralar1 ve sekans uzunluklarmi (nt), e-degeri ve yiizde

benzerligi ile en iyi BLASTx eslesmesini ve Onerilen familya bilgisini gdstermektedir.
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Cizelge 4.3 Tr247 6rnek numarali L. aphanocladii’de tanimlanan viris iligkili contigler

narnavirus 1 RdRp
(LaNV1-RdRp) (1894)
Contig 28 (489)

85.87%)

Viriis Konagi Cp, RdRp (kisaltma) BLASTx  Eslesmesi Onerilen
(nt) (Erisim numarasu.; e- Familya
Contig numarasi degeri; yiizde
(okuma sayisi) benzerlik)
Lecanicillium Lecanicillium Beauveria bassiana Polymycoviridae
aphanocladii aphanocladii polymycovirus 4
polymycovirus 1 RdRp (QRF54813.1; 0.0;
(LaPMV1-RdRp) 85.29%)
(2404)
Contig 5 (1317)
Lecanicillium Beauveria bassiana Polymycoviridae
aphanocladii polymycovirus 4
polymycovirus 1 (QRF54814.1; 0.0;
hypothetical  protein 87.09%)
(LaPMVI1-HP) (2256)
Contig 6 (1329)
Lecanicillium Beauveria bassiana Polymycoviridae
aphanocladii polymycovirus 4
polymycovirus 1 (QRF54815.1; 0.0;
methyl transferase 80.71%)
(LaPMVI-MT) (2017)
Contig 3 (1518)
Lecanicillium proline-alanine-serine- Polymycoviridae
aphanocladii rich protein
polymycovirus 1 (UXC94315.1; 2e-171;
proline-alanine-serine- 91.76%)
rich protein (LaMV1-
PAS) (1107)
Contig 10 (810)
Lecanicillium Beauveria bassiana Polymycoviridae
aphanocladii polymycovirus 4
polymycovirus 1 (QRF54817.1; 4e-73;
hypothetical ~ protein 85.15%)
(LaMV1-HP) (866)
Contig 80 (330)
Lecanicillium Narnaviridae sp. Narnaviridae
aphanocladii (WAK75300.1;  0.0;

47




(devam)

Cizelge 4.3 Tr247 6rnek numarali L. aphanocladii’de tanimlanan viris iligkili contigler

Lecanicillium
aphanocladii

Lecanicillium Penicillium  glabrum Mymonaviridae
aphanocladii negative- negative-stranded RNA

stranded RNA virus 1 virus 1

RdRp (LaNSRV1- (YP_010798256.1; 0.0;

RdRp) (6152) 63.16%)

Contig 1 (2969)

Lecanicillium Plasmopara viticola Botourmiavirida
aphanocladii ourmia- lesion associated e

like virus 1 RdRp ourmia-like virus 81

(LaOLV1-RdRp) (YP_010800275.1; 6e-

(2224) 161; 56.99%)

Contig 1 (2969)

Lecanicillium Plasmopara viticola Mymonaviridae
aphanocladii lesion associated

mononegaambi virus 1 mononegaambi virus 9

hypothetical  protein (WKE35292.1; 1e-36;

(LaMV1 HP) (2841) 44.03%)

Contig 17 (643)

Lecanicillium Plasmopara viticola Mymonaviridae
aphanocladii lesion associated

mononegaambi virus 2 mononegaambi virus 2

hypothetical  protein (WKE35260.1; 4e-101;

(LaMV2 HP) (2819) 64.17%)

Contig 7 (1142)

Lecanicillium Plasmopara viticola Mymonaviridae
aphanocladii lesion associated

mononegaambi virus 3 mononegaambi virus 2

hypothetical ~ protein (WKE35260.1; 2e-69;

(LaMV3 HP) (1924) 50.88%)

Contig 13 (748)

Lecanicillium Caloscypha fulgens Partitiviridae
aphanocladii partitivirus 8

partitivirus 1 capsid (QOI17261.1;  8e-69;

protein (LaPV1 CP) 40.91%)

(1740)

Contig 67 (359)

Lecanicillium Betapartitivirus sp. Partitiviridae
aphanocladii (UDL14333.1; 4e-78;

betapartitivirus 1 79.22%)

RdRp (LaPV1 RdRp)

(1555)

Contig 142 (259)
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(devam)

Cizelge 4.3 Tr247 6rnek numarali L. aphanocladii’de tanimlanan viris iligkili contigler

Lecanicillium
aphanocladii

Lecanicillium Plasmopara viticola Mymonaviridae
aphanocladii lesion associated

mononegaambi virus 4 mononegaambi virus 2

hypothetical ~ protein (WKE35260.1; le-145;

(LaMV4 HP) (4529) 58.01%)

Contig 4 (1429)

Lecanicillium Plasmopara viticola Mymonaviridae
aphanocladii lesion associated

mononegaambi virus 5 mononegaambi virus 2

hypothetical ~ protein (WKE35260.1; 6e-141;

(LaMV5 HP) (2421) 57.82%)

Contig 8 (1057)

Lecanicillium Aspergillus Narnaviridae
aphanocladii tennesseensis

narnavirus 1 RdRp narnavirus 1

(LaNV1 RdRp) (1989) (BDB16251.1; 0.0;

Contig 15 (713) 80.38%)

Lecanicillium Plasmopara viticola Mymonaviridae
aphanocladii lesion associated

mononegaambi virus 6 mononegaambi virus 9

hypothetical  protein (WKE35292.1; 4e-37;

(LaMV6 HP) (1967) 44.03%)

Contig 30 (567)

Lecanicillium Plasmopara viticola Mymonaviridae
aphanocladii lesion associated

mononegaambi virus 7 mononegaambi virus 2

RdRp (LaMV7 RdRp) (QHD64771.1;  2e-20;

(1553) 79.01%)

Contig 170 (323)

Lecanicillium Autographa californica Baculoviridae
aphanocladii nucleopolyhedrovirus

nucleopolyhedrovirus (NP_054068.1; 2e-179;

1 hypothetical protein 100.00%)

(LaMV1 RdRp) (1542)

Contig 55 (464)

Lecanicillium Plasmopara viticola Mymonaviridae
aphanocladii lesion associated

mononegaambi virus 8 mononegaambi virus 2

hypothetical ~ protein (WKE35260.1; 2e-04;

(LaMV8 HP) (1519) 35.80%)

Contig 497 (188)
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4.8 Genomu Tiime Yakin Olan Viriis Iligkili Contiglere RACE Yontemi

Uygulanmasi

BLASTx ve haritalama analizlerinden sonra viriisle iliskilendirilen dizilerin genomunun
tamamini ortaya ¢ikarmak i¢in RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends) yontemi
kullanilmistir. RACE PCR i¢in primerler tasarlanirken, viral genomu tiime yakin olan
dizilerin Polymycovirus ve Negative-Stranded RNA virus ile benzerlik gosterdigi
contigler dikkate alinmis ve bu contiglere 6zgii primerler tasarlanmistir. Primerler
Primer3 ¢evrim i¢i araci ile tasarlanmistir. Contig numarasi, primer ad1 ve primer dizileri
Cizelge 4.4'te verilmistir. Diziye 6zgii tasarlanan primerler ile RTP primeri eslenerek Tm
hesaplamalar1 yapilmistir. PCR 1s11 dongii kosullar1 hesaplanan Tm'lere gore ayarlanarak,
RTP ile sekans spesifik primerler eslenerek RACE PCR yapilmistir. Polymycovirus igin
RACE PCR iiriinleri agaroz jel elektrofezi ile incelenmis ve direkt sekansa gonderilmistir
(Sekil 4.17). Negative-Stranded RNA virus i¢in yapilan RACE c¢alismalarinda belirgin
bantlar gdzlemlenmemistir (Sekil 4.18).

Cizelge 4.4 Contiglere 6zgii tasarlanan primerlerin listesi

Viriis Ad1 Contig Primer Ad1 Primer Dizisi
Numarasi

Polymycovirus Contig 5 LaPMVI1-3RACE | 5’-CATCTCCAAAACGACCCAGC-3’
Contig 5 LaPMV1-5RACE | 5’-GACCACCTGACACGACTGAG-3’
Contig 6 LaPMV2-3RACE | 5’-ATGAGTATGACGAGCCGCC-3’
Contig 6 LaPMV2-5RACE | 5’-CCATTCCAGAGTTAACCGGC-3’
Contig 3 LaPMV3-3RACE | 5’-GTTGAGGGCACTGTTCAGAG-3’
Contig 3 LaPMV3-5RACE | 5’-ATCAGTGGTGGTGAGGACG-3’
Contig 10 | LaPMV4-3RACE | 5’-AAAAGCAGTGTCCAAAGCCG-3’
Contig 10 | LaPMV4-5RACE | 5’-CATTAATCGTGATGGGGCGC-3’
Contig 80 | LaPMV5-3RACE | 5’-CTCTACTGTGGACCGTCTCG-3’
Contig 80 | LaPMV5-5RACE | 5’-CCTCGCTTTCCTCATCAACG-3’

Negative-Stranded Contig 1 LaNSRV-3RACE | 5’-CCCACGATGTAGCTCTGTAGG-3’

RNA Virus Contig 1 LaNSRV-5RACE | 5’-ATCATCCGCCTTGTAGCATC-3’
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LaPMV1 LaPMV1 LaPMV2 LaPMV2 LaPMV3 LaPMV3 LaPMV4 LaPMV4 LaPMV5 LaPMV5
5-RACE 3-RACE 5-RACE 3-RACE 5-RACE 3-RACE 5-RACE 3-RACE 5-RACE 3-RACE
RTP RTP RTP RTP \STP RTP RTP RTP RTP RTP

-

5

Sekil 4.17 Polimikoviriis i¢in yapilan RACE PCR iirlinlerinin agaroz jel elektroforezi
(M:100 bp DNA belirteci)

LaNSRV
3-RACE
RTP

J

(R § | fitee

Sekil 4.18 Negative-Stranded RNA virus i¢in yapilan RACE PCR iiriinlerinin agaroz jel
elektroforezi (M:100 bp DNA belirteci)
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4.9 TA Klonlama Ile Terminal Bélgelerin Sekanslanmasi

Negative-Stranded RNA virus i¢in yapilan RACE c¢alismalarinda belirgin bantlagsmalar
meydana gelmedigi i¢in Negative-Stranded RNA virus ile iligkili dizinin 5' UTR ve 3'
UTR bolgelerini sekanslayabilmek amaciyla TA klonlama yontemi uygulanmistir. TA
klonlama yonteminde yapilan koloni PCR iiriinleri jel elektroforezi ile incelenmistir
(Sekil 4.19). Yapilan koloni PCR elektroforezi sonucunda 1, 7, 9, 11 ve 16 numarali
ornekler sekanslamak icin secilmistir. Orneklerin plazmit izolasyonu yapildiktan sonra

diziler standart sanger dideoksi zincir sonlanma ydntemi ile belirlenmistir.

Negative Stranded RNA virus 5’ UTR
4 S 6 - 949

| — p
Negative Stranded RNA virus 3° UTR

il s o 130 40 315 16

LA

-

Sekil 4.19 Negative-Stranded RNA virus i¢in yapilan koloni PCR f{iriinlerinin agaroz jel
elektroforezi (M:100 bp DNA belirteci)
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4.10 TA Klonlama ile Lecanicillium aphanocladii polymycovirus 1'in Orijinal

Genomik Segmentinin Sekanslanmasi

dsRNA taramasi jel ¢alismalart sonucu Lecanicillium aphanocladii polymycovirus
(LaPmV) 1'in 6 genomik segmentinin oldugunu degerlendirmesi yapilmistir. Fakat NGS
analizleri ile segment esi olarak degerlendirilen 5 dizi bulunabilmistir. Bu dizilerin tiim
genomu RACE yontemi ile sekanslanmis ve ayni virlise ait 5 farkli genomik segmentin
tiim dizisi ortaya ¢ikartilmigtir. Genomik segmenti tam olarak sekanslanmis diziler ile jel
goriintiisii karsilastirilmis ve sekil 4.20'de gosterilen Segment 5'in dizisinin ortaya
cikartilamadig1 degerlendirilmesi yapilmistir. Segment 5'in dizisini ortaya ¢ikartilmasi
icin tekli primer amplifikasyon teknigi (SPAT, Single Primer Amplification Technique)
ve TA klonlama yontemi uygulanmistir. RACE i¢in hazirlanan ¢cDNA ile yalnizca RTP
primeri kullanilarak PCR kurulmustur. Bu PCR fiirlinliniin agaroz jel elektroforezi sekil
4.21'de verilmistir. Coklu bantlar gdzlemlenen bu PCR f{iriiniine TA klonlama ydntemi
uygulanmistir. TA klonlama ydnteminde yapilan koloni PCR f{irtinleri jel elektroforezi ile
incelenmistir (Sekil 4.22). Yapilan koloni PCR elektroforezi sonucunda 1, 4 ve 9 numarali
ornekler hari¢ geri kalan 14 &rnek sekanslamak icin secilmistir. Orneklerin plazmit
izolasyonu yapildiktan sonra diziler standart sanger dideoksi zincir sonlanma ydntemi ile

belirlenmistir.

N Tr247

Segment 1
——————> Segment 2

Segment 3

/ Segment 4
g”/b rRNA
5

Segment 6

Sekil 4.20 LaPmV1'in segmentlerinin gosterimi
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SPAT PCR
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Sekil 4.21 SPAT PCR firiiniiniin agaroz jel elektroforezi (M:100 bp DNA belirteci)
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Sekil 4.22 5. segment i¢in yapilan koloni PCR {iriinlerinin agaroz jel elektroforezi (M:100
bp DNA belirteci)

4.11 Lecanicillium aphanocladii polymycovirus 1 (LaPMV1)

LaPMV1, uzunluklar 2,5 ila 0,9 kilobaz ¢ifti (kbp) arasinda degisen alti segmentli bir
mikovirtistiir. Her segment 3' ve 5' UTR'lerden ve bir ORF'den olugmaktadir. LaMPV1'in
her segmentinin Ozellikleri c¢izelge 4.5'te detayli olarak sunulmustur. Genom

organizasyonunda her segment sematik olarak gosterilmistir (Sekil 4.23). Sart ile
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vurgulanan kutular bilinen motifleri gdstermektedir. dsSRNA1'de Viral RNA'ya bagimli
RNA polimeraz (RdRP 1, InterPro'nun Classification of protein families ¢evirim igi aract
erisim numarasi: PF00680), dsRNA3'te S-adenozilmetiyonine bagimli metiltransferaz
(AdoMet_MTases, NCBI'in Conserved Protein Domain Family ¢evirim i¢i araci erisim
numarasi: cd02440) motifleri gosterilmektedir. dsSRNA1, viriis replikasyonundan sorumlu
RdRp'yi kodlayan en biiylik genomik segmenti olusturmaktadir. dsSRNA2, heniiz islevi
tam olarak bilinmeyen, iskele proteini olarak islev gordiigii disiiniilen bir proteini
kodlamaktadir. dSRNA3, viral ¢ift iplikli RN A'larin pozitif anlamli ipliklerinin 5" uglarina
baslik (cap) eklemekle gorevli olan bir metil transferazi kodlamaktadir. dSRNA4, prolin-
alanin-serince zengin protein (PASrp) kodlamaktadir. dsSRNAS ve dsRNA6 mevcut

literatiire gore heniiz islevi belirlenememis proteinleri kodlamaktadir.

UTR analizi, Polymycoviridae ailesine benzer olarak 5' ve 3' UTR'lerin korunmus
oldugunu gostermektedir (Sekil 4.24). Terminal ug¢larda korunmus bolgelerin varligi,
ortaya cikartilan alt1 segmentin tek bir viriis genomuna ait oldugunu desteklemektedir. 5'
UTR'nin ilk 26 niikleotidi alt alta hizalandiginda %76,92, 3' UTR'nin son 21 niikleotidi
alt alta hizalandiginda %38,09 oraninda korundugu goriilmiistiir. Yildiz isaretleri ayni
niikleotitleri, noktalar ise korunmus piirin veya pirimidinleri gostermektedir.

LaPMV1 ve iliskili Polymycoviridae familyasinin diger liyelerinin RdRp'lerinin amino
asit dizilerine dayal1 filogenetik analizi. RARp amino asit dizilerinin ¢oklu hizalamasi
ClustalW kullanilarak {retilmis, LG+G+I+F yer degistirme/substitiisyon modeli
kullanilmis ve MEGA11 (Tamura vd. 2021) programi ile maksimum olasilik filogenetik
agact olusturulmustur. Dallarin dogrulugunu degerlendirmek i¢in 100 onyiikleme
yinelemesi (bootstrap replicate) yaklagimi kullanilmistir. 70’ten yiiksek Onyiikleme
yinelemesi oranlari1 dallarda gosterilmistir. Agact olusturmak i¢in kullanilan her dizinin
GenBank erisim numaralar1 parantez icinde verilmistir. Hadaka virus 1'in RdRp'si
filogenetik agacta dis grup dizisi olarak kullanilmistir. Olgek cubugu (sol alt) 0,50'lik bir
genetik mesafeyi temsil etmektedir. LaPMV1 ve iliskili Polymycoviridae familyasinin
diger tiyelerinin RdRp'lerinin amino asit dizilerine dayali maksimum olasilik filogenetik
agaci sekil 4.25'te verilmistir.

LaPMV1 ve benzerlik gosterdigi viriislerin RdRp katalitik palmiye alt domaininin alt alta
hizalanmasi sekil 4.26'da verilmistir. Motif C'de goriilen GDNQ motifi tipik olarak
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Mononegavirales takimina ait negatif anlamli tek iplik¢ikli RNA viriislerinde bulunan ve
Polymycoviridae familyasinin tiim iiyelerinde korunmus bir motiftir. Polymycoviridae
familyasinda; ¢ift iplik¢ikli RNA ve pozitif anlamli tek iplik¢ikli RNA viriislerinde
bulunan GDD motifi yerine GDNQ motifi bulunmaktadir.

Cizelge 4.5 LaPMV 1'in 6zellikleri

Uzunlugu ORF uzunlugu UTR uzunlugu (bp)
Segment (bp) Varsayilan fonksiyonu
nt aa | kDa | 5'UTR | 3'UTR
dsRNAL1 2404 2307 | 768 | 83.92 | 26 71 RdRp
dsRNA2 2256 2097 | 698 | 75.05 | 70 89 Iskele proteini
dsRNA3 2017 1851 | 616 | 66.24 | 51 115 Metil transferaz
dsRNA4 1107 798 | 265 | 28.54 | 110 199 Prolin-alanin-serince zengin protein
dsRNAS 914 513 | 170 | 19.18 | 95 306 Bilinmeyen
dsRNAG6 866 609 | 202 | 22.10 | 104 153 Bilinmeyen
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Sekil 4.23 LaPMV1'in dsSRNA genomunun sematik gosterimi
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5' termini 3' termini
I 1 I 1

dsRNA1l CGAACTCAACCGTTTTTICTACACAAG///CCCCCCCCGAGCTGGAATTTT -
dsRNA2 CGAACTCAAGCGTTTCTTTACACAAG///CCCCCTTCGGGTTCGGAATTTT
dsRNA3 CGAACTCAAGAGTTTCTTTACACAAG///CCCCCTTCGAGTTGGAATTTT-
dsRNA4 CGAACTCAAGAGTTTTTICTACACAAG///CCCCCGTCGAGAGGAACTTTT -
dsRNA5 CGAACTCATCGGTTTTTICTACACAAG///CCCCCTTTGTTCATGACTTTT-
dsRNA6 CGAACTCAAGAGTTTCTTTACGCAAG///CCCCCTTCCAGTTGGAATTTT -
%* %k % % % %k %k %k *hkkk Kk hkk *kkkk * % %k %k %k * % %

Sekil 4.24 LaPMV1'e ait dsSRNA'larin 5'- ve 3'- terminal bolgelerinin hizalanmasi

Lecanicillium aphanocladii polymycovirus 1
100 Beauveria bassiana polymycovirus 4 (QRF54813.1)

Beauveria bassiana polymycovirus 2 (CUS18599.1)

Magnaporthe oryzae polymycovirus 1 (YP 010086046.1)

Trichoderma barbatum polymycovirus 1 (WAA18813.1)

Setosphaeria turcica polymycovirus 1 (UMZ55610.1)

100 Erysiphe necator associated polymycovirus 6 (QKK35421.1)

— Magnaporthe oryzae polymycovirus 2 (QVU39970.1)

82 100 L— Plasmopara viticola lesion associated polymycovirus 3 (QHG11072.1)

00 Aspergillus spelaeus tetramycovirus 1(YP 010839683.1)
Aspergillus fumigatus tetramycovirus 1 (YP 010839797.1)
1do Diplodia seriata polymycovirus 1 (UOK20165.1)
* 700 Botryoshaeria dothidea polymycovirus 1 (UVZ34693.1)

100 | Botryosphaeria dothidea polymycovirus 1 (WOR79336.1)
100l Botryosphaeria dothidea RNA virus 1 (YP 009342446.1)

E Plasmopara viticola lesion associated polymycovirus 5 (QHG11074.1)
100 Penicillium digitatum polymycoviruses 1 (YP 009551548.1)

— Penicillium brevicompactum tetramycovirus 1 (YP 010086053.1)

100

Aspergillus flavus polymycovirus 1 (UAW09573.1)

Beauveria bassiana polymycovirus 1 (YP 009352879.1)

8]

100 | Setosphaeria turcica polymycovirus 2 (WJL29788.1)

Setosphaeria turcica polymycovirus 2 (UMZ54971.1)

100

Colletotrichum camelliae filamentous virus 1 (YP 010839672.1)

Fusarium redolens polymycovirus 1 (YP 010086037.1)

Hadaka virus 1 (BBU94038.1)

0.50

Sekil 4.25 LaPMV1 ve iliskili polimikoviriislerin RdRp dizilerine dayanarak olusturulan
maksimum olasilik filogenetik agact
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Lecanicillium aphanocladii polymycovirus 1

Beauveria bassiana polymycovirus 4

Beauveria bassiana polymycovirus 2

Beauveria bassiana polymycovirus 3

Setosphaeria turcica polymycovirus 1

Magnaporthe oryzae polymycovirus 1

Metarhizium brunneum polymycovirus 1

Erysiphe necator associated polymycovirus 6
Plasmopara viticola lesion associated polymycovirus 1

g
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Sekil 4.26 LaPMV1'in RdRp katalitik palmiye alt domain dizilerinin benzer viriisler ile
hizalanmasi

4.12 Lecanicillium aphanocladii negative-stranded RNA virus 1 (LaNSRV1)

LaNSRV1, uzunlugu 6152 bp olan tek segmentli bir mikoviristiir. 3' UTR'si 156 bp, 5'
UTR'si 149 bp uzunlugundadir. Sematik genom organizasyonu sekil 4.27'de verilmistir.
dsRNA1'de mRNA cap (NCBI'in Conserved Protein Domain Family ¢evirim i¢i araci
erisim numarast: cl116796) ve RdRp (NCBI'in Conserved Protein Domain Family ¢evirim

i¢i arac1 erigsim numarast: cl15638) motifleri gosterilmektedir.

LaNSRV1 ve iliskili Mymonaviridae familyasinin diger tiyelerinin RdRp'lerinin amino
asit dizilerine dayal1 filogenetik analizi. RARp amino asit dizilerinin ¢oklu hizalamasi
ClustalW kullanilarak {retilmis, cpREV+F yer degistirme/substitiisyon modeli
kullanilmis ve MEGA11 (Tamura vd. 2021) programi ile maksimum olasilik filogenetik
agact olusturulmustur. Dallarin dogrulugunu degerlendirmek i¢in 100 onyiikleme
yinelemesi (bootstrap replicate) yaklasimi kullanilmistir. 70’ten yiiksek onyilikleme
yinelemesi oranlar1 dallarda gosterilmistir. Agact olusturmak i¢in kullanilan her dizinin
GenBank erisim numaralar1 parantez iginde verilmistir. Parrot bornavirus 2 ve Borna
disease virus 1'in RdRp'leri filogenetik agagta dis grup dizileri olarak kullanilmistir.
Olgek cubugu (sol alt) 0,50'lik bir genetik mesafeyi temsil etmektedir. LaNSRV1 ve
iliskili Mymonaviridae familyasinin diger liyelerinin RdRp'lerinin amino asit dizilerine
dayali maksimum olasilik filogenetik agaci sekil 4.28'de verilmistir.

LaNSRV1 ve benzerlik gosterdigi virlislerin RdRp katalitik palmiye alt domaininin alt
alta hizalanmasi sekil 4.29'da verilmistir. Y1ldiz isaretleri ayn1 niikleotitleri, noktalar ise
korunmus piirin veya pirimidinleri gostermektedir. Cift iplikli RNA ve pozitif anlamli tek

iplikli RNA viriislerinde bulunan GDD motifi LaNSRV1'de kismen GDNQ motifi olarak
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degisim gostermistir. Motif C'de iki virlis hari¢ GDNQ motifinin korundugu

gozlemlenmektedir.

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 6500

Mononeg RNA_pol super 6001
family, c115638, 1.38e-83

157 2266

dsRNA1
RNA
Savsns), I RdRp (798 aa) ™ (6152 bp, 1947 aa)

Mononeg_mRNAcap super family 3013
cl16796, 8.14e-13

» 5

Sekil 4.27 LaNSRV1'in dsRNA genomunun sematik gosterimi

100 | Soybean leaf-associated negative-stranded RNA virus 1 (ALM62220.1)
100 Fusarium graminearum negative-stranded RNA virus 1 (ATP75709.1)
b Plasmopara viticola lesion associated mononega virus 2 (QHD64785.1)
100 Alternaria tenuissima negative-stranded RNA virus 1 (QDB75013.1)
Cryphonectria parasitica sclerotimonavirus 1 (QMP84020.1)
%

Sclerotinia sclerotiorum negative-stranded RNA virus 3 (AJT39503.1)
Botrytis cinerea negative-stranded RNA virus 3 (QJT73696.1)
Botrytis cinerea negative-stranded RNA virus 4 (QJT73698.1)
Plasmopara viticola lesion associated mymonavirus 1 (QHD64779.1)
Penicillium cairnsense negative-stranded RNA virus 1 (QDB75012.1)
s Sclerotinia sclerotiorum negative-stranded RNA virus 7 (AWY11040.1)
- 100 | Botrytis cinerea mymonavirus 1 (AX$76906.1)
100 ~ Sclerotinia sclerotiorum negative-stranded RNA virus 2A (AWY11020.1)
100 I F Sclerotinia sclerotiorum negative-stranded RNA virus 4 (ALD89140.1)

Soybean leaf- iated negati tranded RNA virus 3 (ALM62228.1)

86 — Botrytis cinerea negative-stranded RNA virus 5 (QJT73701.1) Botrytimonavirus
— Sclerotinia sclerotiorum negative-stranded RNA virus 10 (QUE49122.1)
100 Sclerotinia sclerotiorum negative-stranded RNA virus 11 (QUE49172.1)
100

Sclerotimonavirus

Botrytis cinerea negative-stranded RNA virus 7 (QKW91270.1)
Hubei rhabdo-like virus 4 (APG78632.1) | Hubramonavirus
Auricularia heimuer negative-stranded RNA virus 1 (QJP04103.1)
Bondarzewia berkeleyi negative-strand RNA virus 1 (QNQ73380.1) . .
Lentinula edodes negative-strand RNA virus 1 (BBI93117.1) I Lentimonavirus
100 | Plasmopara viticola lesion associated mononegaambi virus 8 (YP 010798440.1)
_l Plasmopara viticola lesion iated mononeg bi virus 8 (QHD64783.1)
100 Plasmopara viticola lesion iated mc bi virus 1 (YP 010798429.1)
100 Plasmopara viticola lesion associated mononegaambi virus 3 (YP 010798430.1)
00 Pl F viticola lesion iated mononeg bi virus 5 (YP 010798433.1)
100 Plasmopara viticola lesion d monor bi virus 6 (YP 010798435.1)
Plasmopara viticola lesion iated monor bi virus 7 (YP 010798439.1)
Plasmopara viticola lesion iated monc bi virus 9 (YP 010798441.1)
Plasmopara viticola lesion iated monor bi virus 4 (YP 010798432.1)

100

Auriculariamonavirus

92

Penicillimonavirus

Lecanicillium aphanocladii negative-stranded RNA virus 1
7 Penicillium ad. ioides negative-stranded RNA virus 1 (QDB75019.1)
100 Penicillium glabrum negative-stranded RNA virus 1 (QDB75014.1)
Gysinge virus (QGA70913.1) | Phyllomonavirus
— Parrot bornavirus 2 (ADU05398.1)
100 L— Borna disease virus 1 (AAA20228.1)

0.50

Sekil 4.28 LaNSRV1 ve iliskili Mymonaviridae familyasinin diger {iyelerinin
RdRp'lerinin amino asit dizilerine dayali maksimum olasilik filogenetik
agaci
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Lecanicillium aphanocladii negative-stranded RNA virus 1
Penicillium glabrum negative-stranded RNA virus 1
Penicillium ioides negati RNA virus 1

Erysiphe necator associated negative-stranded RNA virus 6
Cercospora beticola negative-stranded virus 3

Erysiphe necator associated negative-stranded RNA virus 5
Erysiphe necator associated negative-stranded RNA virus 2
Erysiphe necator associated negative-stranded RNA virus 23
Lentinula edodes negative-strand RNA virus 1

Armillaria cepistipes negative-stranded RNA virus 1
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MOTIF C
Lecanicillium aphanocladii negative-stranded RNA virus 1
Penicillium glabrum negative-stranded RNA virus 1
Penicillium ioides negative-s RNA virus 1

Erysiphe necator associated negative-stranded RNA virus 6
Cercospora beticola negative-stranded virus 3

Erysiphe necator associated negative-stranded RNA virus 5
Erysiphe necator associated negative-stranded RNA virus 2
Erysiphe necator associated negative-stranded RNA virus 23
Lentinula edodes negative-strand RNA virus 1

Armillaria cepistipes negative-stranded RNA virus 1

HE e EEEEEE B0

TRRIE o ARk RkAR R

Sekil 4.29 LaNSRV1'in RdRp katalitik palmiye alt domain dizilerinin benzer viriisler ile
hizalanmasi

4.13 Viriis icermeyen Dermatofit izolatlar:

Yeni nesil dizileme ile analiz edilen Tr247 numarali 6rnekte tespit edilen 16 farkli viriis
icerisinde sadece Lecanicillium aphanocladii polymycovirus 1’in (LaPMV1) genom
segmentleri agaroz jelde gozlenebilmis olmasi LaPMV1'in diger viriislere gore belirgin
bir baskinligina igaret etmektedir. Viriisiin mantar {izerindeki etkilerini azaltmak ve olas1
fenotipik degisiklikleri gozlemlemek amaciyla dermatofit izolatina hifal u¢ kesme,
termoterapi, fungisit ve antibiyotik tedavisi gibi ¢esitli tedavilerin uygulanmistir.
Termoterapi ile viriis ile enfekte Tr247 dermatofit izolatinin normal biiylimesine gore
gecikmeli bir sekilde iiremeye basladigi gozlemlenmistir. Karma viriis tedavisi
deneylerinin sonucunda elde edilen mantar 6rnegi lizerinde viral dsRNA analizi ve
LaPMVl1'e 6zgii RT-PCR testleri yapilmistir. Yaban tip (+1r247) ve virlis tedavisi
uygulanmis tli¢ farkli izogenik (-Tr247 1, 3 ve 4) L. aphanocladii izolatindan elde edilen
dsRNA’nin agaroz jel goriintiisii sekil 4.30'da verilmistir. Yaban tip (+247) ve viriis
tedavisi uygulanmig bir izogenik (-Tr247 1) L. aphanocladii izolatinda LaPMV1 igin
yapilan RT-PCR sonucu sekil 4.31'de verilmistir. Bu analizlerin sonucunda, incelenen

LaPMV1'in mantardan tamamen arindirilmastr.
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Sekil 4.30 Viriis iceren ve viriis icermeyen L. aphanocladii izolatinin viral dsRNA jel
elektroforezi (M: 1 kb DNA belirteci)

Sekil 4.31 LaPMV1 igin yapilan RT-PCR f{iriiniiniin agaroz jel elektroforezi (M:100 bp
DNA belirteci)
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4.14 Viriis Iceren Tr247 Numarah Ornegin Viriis Icermeyen Ornekler Tle

Morfolojik Karsilastirilmasi

Viriis ile enfekte Tr247 (+Tr247) numarali izolatinin SDA besiyerinde tipik olarak
gbzlenen kirmizi/magenta pigment {retimi, virlisten armdirilmis izogenik L.
aphanocladii (-Tr247) izolatinda kayboldugu goézlemlenmistir (Sekil 4.32). +Tr247
(pozitif) ve -Tr247 (negatif) numarali 6rneklerin SDA besiyerindeki kiiltiirlerin cap
Ol¢iimleri karsilastirtlmistir (Sekil 4.33). Konidium sayma iglemi 2 tekrar ile yapilarak
ortalama alinmig ve grafik olusturulmustur (Sekil 4.34).

Sekil 4.32 +Tr247 ve -Tr247 kiiltiirlerinin 6n ve arka yiizeyleri
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Sekil 4.33 +Tr247 ve -Tr247 6rneklerinin kiiltiir ¢cap dl¢limlerinin karsilastirilmast
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Sekil 4.34 +Tr247 ve -Tr247 6rneklerinin konidium sayilarinin karsilastiriimast
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4.15 Antifungal Duyarhlik Testi Sonug¢lar:

Dermatofit izolatlarin antifungal ilaglara karsi duyarliligini belirlemek i¢in misel
biliylimesinin pH degisim takibi temeline dayanan Sensititre YeastOne YO10 AST Plate
(Thermo Fisher Scientific) antifungal duyarlilik testi yapilmistir. Bu test hem viris ile
enfekte Tr247 (+Tr247), hem de viriisten arindirilmis izogenik Tr247 (-Tr247) 6rnegine
uygulanmigtir. Sensititre YeastOne duyarlilik plakalar sekil 4.35 ve sekil 4.36'da
verilmistir. Bu sayede kantitatif bir sekilde minimum inhibitér konsantrasyon (MIC)

sonuclar1 degerlendirilmistir (Cizelge 4.6).

Sekil 4.35 Virtis ile enfekte L. aphanocladii 6rneginin (+T1r247) antifungal duyarlilik
testi plakasi

2 =~

=<

U
.\’/[;.
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Sekil 4.36 Virtisten arindirilmis L. aphanocladii 6rneginin (-1Tr247) antifungal duyarlilik
testi plakast
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Cizelge 4.6 Antifungal duyarlilik testi sonucunda MIC sonuglari

MIC Sinir Degerleri (ng/mL)

Antimikrobikler
+Tr247 -Tr247

Anidulafungin (AND) 8> 8>
Amphotericin B (AB) 4> 4>
Mikafungin (MF) 8> 8>
Kaspofungin (CAS) 8> &>
Flusitozin (FC) 64> 64>
Posakonazol (PZ) 0,25 0,5
Vorikonazol (VOR) 0,25 0,5
Itrakonazol (1Z) 0,5 1
Flukonazol (FZ) 32 32
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5. TARTISMA VE SONUC

Mantar patojenleri ve enfeksiyonlari, hizla artan antifungal direng, sinirli teshis ve tedavi
imkanlariyla birleserek ciddi bir kiiresel saglik tehdidi olusturmaktadir. Diinya Saglik
Orgiitii (WHO), 2022 yilinda 6ncelikli fungal patojenler i¢in genis kapsamli bir rapor
yayinlamistir (Anonymous. 2022). Bu rapor, mantar enfeksiyonlar1 ve antifungal dirence
kars1 kiiresel miicadeleyi giliclendirmek amaciyla daha fazla arastirma yapilmasina
oncelik verilmesi gerektigine dikkat cekmistir.

Mantarlarda heniiz kesfedilmemis bir¢ok viriisiin var oldugu diisiiniilmektedir. Fungal
viroloji, viriislerin ¢esitliligini ve evrimini daha iyi anlamamiza yardimci olmus ve hizla
genisleyen mikoviriis aragtirmalarina 6nemli katkilar yapmistir (Kondo vd. 2022).
Giliniimiizdeki  antifungallerin  yetersizligi, dermatofit enfeksiyonlarina karsi
mikoviriislerin biyokontrol ajan1 olarak kullanilmasini saglayabilir (Kinsella vd. 2022).
Bu caligmada 40 dermatofit 6rnegi morfolojik ve molekiiler seviyelerde calisilmigtir. 39
dermatofit, diinya genelinde insanlar1 enfekte eden en yaygin dermatofit tiirii, tinea pedis
(ayak enfeksiyonu) ve tinea unguium (tirnak enfeksiyonu) vakalarinin ¢ogundan sorumlu
olan Trichophyton rubrum olarak teshis edilmistir. Diger bir 6rnek de, farkli mantar
konaklarini ve bocekleri enfekte etmesiyle bilinen Lecanicillium aphanocladii olarak tiir
teshisi yapilmistir.

Bu calismada 40 dermatofit 6rneginin viral dSRNA taramasi yapilmistir. Tr247 numarali
Lecanicillium aphanocladii pozitif olarak degerlendirilmis, cDNA'ya ¢evrilmis ve
rastgele PCR caligmalar1 sonucunda yeni nesil dizileme ile incelenmistir. Biyoinformatik
analizler sonucunda viriis ile iliskili diziler belirlenerek iki virilisiin tiim genom dizisi
ortaya c¢ikartilmistir. Mevcut literatiire gore bu ¢alisma ile L. aphanocladii'yi enfekte eden
ilk mikovirlis ¢alismasini gergeklestirilmis ve bilim diinyas: i¢in iki yeni mikoviriis
tiirliniin tim genomunu ortaya ¢ikartilmistir.

L. aphanocladii'yi enfekte eden polimikoviriisiin tiim genom dizisi ortaya ¢ikartilmistir.
Lecanicillium aphanocladii polymycovirus 1 (LaPMV1), alt1 segmentli ve segmentleri
2,5 ila 0,9 kilobaz cifti (kbp) arasinda degisen bir mikoviriistiir. Her segmentin 3' ve 5'
UTR'leri ve bir ORF'si vardir. dsRNAI, viriis replikasyonundan sorumlu RdRp'yi,
dsRNA2 iskele proteini, dSRNA3 metil transferaz, dsSRNA4 prolin-alanin-serince zengin
protein (PASrp) kodlamaktadir. dsSRNAS5 ve dsRNA6'in kodladigi proteinlerin islevi

heniiz belirlenememistir. dSSRNAS segmenti higbir polimikoviriis segmenti ile benzerlik
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gostermemektedir. Bu nedenle bu segmentin tamamen orjinal oldugu kanisina
varmaktayiz. Orjinal segmentin sekanslanmasi viral cesitlilige katki saglamaktadir.
LaPMV1'in RdRp domaininde, ¢ift iplik¢ikli RNA ve pozitif anlamli tek iplikcikli RNA
viriislerinde bulunan GDD motifi yerine GDNQ motifi bulunmaktadir.

L. aphanocladii'yi enfekte eden diger bir virlis Mymonaviridae familyasinda
bulunmaktadir. Lecanicillium aphanocladii negative-stranded RNA virus 1 (LaNSRV1),
uzunlugu 6152 baz ¢ifti (bp) uzunlugunda olan negatif anlamli tek segmentli bir
mikoviriistiir. 3' UTR'si 156 bp, 5' UTR'si 149 bp uzunlugundadir. dSsSRNA1'de mRNA cap
ve RdRp motifleri bulunmaktadir. LaPMV1'de oldugu gibi bu viriisin de RdRp
domaininde GDNQ motifi bulunmaktadir.

Yeni nesil dizileme ile analiz edilen Tr247 numarali 6rnekte bulunan 16 virilis arasinda
yalmizca LaPMV1'in genom segmentleri agaroz jelde tespit edilebilmistir, bu da
LaPMVI1'in diger viriislere kiyasla baskin oldugunu gdstermektedir. LaPMV1'in
etkilerini azaltmak ve fenotipik degisiklikleri gdzlemlemek amaciyla dermatofit izolatina
hifal u¢ kesme, termoterapi, fungisit ve antibiyotik tedavisi gibi ¢esitli yontemler
uygulanmistir. Termoterapi, viriisle enfekte Tr247 izolatinin biiylimesinde gecikmeye yol
acmustir. Viral dsRNA analizi ve LaPMV1'e 6zgii RT-PCR testleri sonucunda, mantarin
LaPMV1'den tamamen arindig1 belirlenmistir.

Viriis ile enfekte Tr247 izolatinin SDA besiyerinde iirettigi kirmizi/magenta pigment,
viriisten arindirilmig izolatta kaybolmustur. Virlis igeren ve icermeyen mantar
orneklerinin 24 giin boyunca Kkiiltir c¢ap Olglimleri yapilmis ve bir fark
gbzlemlenmemistir. Ancak konidium sayilar1 karsilastirildiginda, viriis ile enfekte Tr247
izolatinin konidium sayisinin viriis icermeyen Ornege kiyasla daha az oldugu
gbzlemlenmistir. Yapilan deneyler sonucu, LaPMV 1'in mantar1 enfekte ederek konidium
olusumunu engelledigi gdzlemlenmistir.

Virlis igeren ve igermeyen Tr247 izolatlar1 antifungal duyarlilik testlerine tabi
tutulmustur. Dokuz antifungal igerisinden {i¢ tanesinde belirgin farkliliklar
gozlemlenmistir; minimum inhibitdr konsantrasyon degerleri sonucunda viriis icermeyen
Tr247 izolatinin {i¢ antifungale (itrakonazol, vorikonazol ve posakonazol) karsi daha
direngli oldugu goézlemlenmistir.

Mart 2019'da Izmir'de bir yurtta kalan 21 yasindaki erkek lisans &grencisi, ayak

parmaklar arasinda kasintili ve agrili deri dokiintiisii sikayetleriyle Izmir Atatiirk Egitim
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ve Aragtirma Hastanesi'nde bir dermatoloji uzmanindan konsiiltasyon talep etmistir.
Hastaya, dermatofitoz siiphesiyle topikal antifungal naftifin hidrokloriir ve antihistaminik
bilastin regete edilmistir. Ayni klinige gecmiste akne ve sirt lezyonlart nedeniyle
basvurmus oldugu belirtilmistir ve Aralik 2018'de topikal izotretinoin, Subat 2019'da ise
intradermal triamsinolon asetonid tedavileri uygulanmistir. ilk tedavi sonrasinda hastada
gecici bir rahatlama gozlemlenmistir. Ancak hastaligin niiksetmesi iizerine, Aralik
2019'da, giinlik 100 mg dozunda bir aylik oral itrakonazol kiirii recete edilmis ve
tamamlayici olarak naftifin hidroklortir, fusidik asit ve betametazon gibi topikal ajanlar
onerilmistir. Enfektif ajanin teshisi ve antifungal duyarlilik testi i¢in, etkilenen bolgeden
alinan keratinize stratum corneum Ornegi mikrobiyoloji laboratuvarina gonderilmistir.
Yas, cinsiyet, iklim, kentsel ortam, sosyoekonomik durum ve kiiltiirel uygulamalar gibi
cesitli faktorler dermatofitoz olusumunu etkileyebilir. Bagarili tedavinin ardindan hasta
aricilik yaptigii ve yurtta kaldigi siire boyunca yurtta c¢iplak ayakla yiriidiiglini
aciklamistir. Bununla birlikte, L. aphanocladiinin gesitli habitatlarda ve konakgilarda
bulunmasi nedeniyle, insanlara kesin bulagma yolu belirsizligini korumaktadir.

Mevcut literatiirde, dermatofitoz da dahil olmak iizere L. aphanocladii'ye atfedilen insan
enfeksiyonlart daha Once belgelenmemistir. Dolayisiyla, bu tez calismasi L.
aphanocladiimin neden oldugu ilk dermatofitoz raporudur. Klinisyenler, 6zellikle de
dermatoloji ve mikoloji alaninda uzmanlagmis olanlar, bu nadir mantarin farkinda

olmalidir.
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