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Bu calismanin amaci, Tiirkiye’de yayilis gosteren Lactarius cinsi iiyelerini enfekte
eden mikoviriislerin tanimlanmasi ve tiim genom dizilerinin yeni nesil dizileme ile
ortaya koyularak tiim genom verisi lizerinden molekiiler nitelemeleri ve filogenetik
analizlerinin yapilmasidir. Molekiiler ve konvansiyonel tiir teshisi yapilan érneklere
Viral Cift Iplik¢ikli RNA (dsRNA) taramasi yapilmistir. Arazi calismalar sonucunda
elde edilen Lactarius cinsi {iiyeleri’nin geleneksel ve molekiiler yontemler
kullanilarak teshisleri yapilmistir. Lactarius drneklerinden genomik DNA izolasyonu
CTAB yontemiyle gerceklestirilmistir. Ribozomal RNA gen bolgeleri PCR ile
cogaltilmis ve dizilenmistir. Amplikonlar, BLASTn analizleri kullanilarak incelenmis
ve filogenetik agaglar olusturulmustur. dsSRNA ekstraksiyonu gerceklestirilmis ve S1
niikleaz kullanilarak dsRNA'lar muamele edilip analiz edilmistir. dsSRNA'lardan elde
edilen cDNA’lar rPCR ile ¢ogaltilmis, saflagtirilmis ve yeni nesil dizileme ile analiz
edilmistir. Terminal bélgelerin cogaltilmast i¢in RACE PCR ve Sanger dideoksi
yontemi kullanilmistir. Elde edilen viral genom dizileri biyoinformatik ve filogenetik
olarak analiz edilmistir. Bu c¢alismada, Lactarius cinsi iiyelerini enfekte eden bir
mikoviriis tanimlanmistir. " Lactarius mediterraneensis partitiviriis 1 (LmPV1)"
olarak adlandirilan partitiviriisiin tam genomu elde edilmistir.

Haziran 2026, 72 sayfa
Anahtar Kelimeler: Lactarius cinsi, Fungal virtisler, dsSRNA, Enfeksiyon, Mikoviral
biyogesitlilik, ITS

i



ABSTRACT

PhD Thesis

IDENTIFICATION AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF
MYCOVIRUSES INFECTING INHABITING THE MEMBERS OF THE GENUS
LACTARIUS

Aigul KALIYEVA

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. llgaz AKATA
Co-supervisor: Dog. Dr. Ergin SAHIN

The aim of this study was to identify the mycoviruses infecting members of the genus
Lactarius distributed in Turkey and to perform molecular characterization and
phylogenetic analysis of their whole genome sequences by next generation sequencing.
Viral double-stranded RNA (dsRNA) screening was performed on the molecular and
conventional specimens. Members of the genus Lactarius obtained as a result of field
studies were identified using conventional and molecular methods. Genomic DNA
isolation from Lactarius samples was carried out by CTAB method. Ribosomal RNA gene
regions were amplified by PCR. Amplicons were examined using BLASTn analyses and
phylogenetic trees were constructed. dSRNA extraction was performed and dsRNAs were
treated and analyzed using S1 nuclease. dsSRNAs were amplified by rPCR, purified and
analyzed by next generation sequencing. RACE PCR and Sanger dideoxy method were
used for amplification of terminal regions. The viral genome sequences obtained were
analyzed bioinformatically and phylogenetically. In this study, a mycovirus infecting
members of the genus Lactarius was identified. The complete genome of the partitivirus,
named “Lactarius mediterraneensis partitivirus 1 (LmPV1)”, was obtained.

June 2026, 72 page
Key Words: Genus Lactarius, Fungal viruses, dsSRNA infection, Mycoviral
biodiversity, ITS
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1. GIRIS

Mikovirisler (fungal virlisler), mantar alemi boyunca yaygin olarak bulunan ve genis bir
konak araligina sahip viral ajanlardir (Ghabrial, 2009, Abbas, 2016, Hough vd., 2023).
Bugiine kadar dogada varlig1 bilinen hemen her canli organizma grubunun, en az bir viral
tirle enfekte olabildigi gosterilmistir (Gergerich et al., 2006; Hosseinalizadeh et al.,
2021). Mikoviriislerin biiyiik bir cogunlugu, konak mantarda belirgin bir hastalik belirtisi
olusturmayan ve “kriptik” (cryptic) enfeksiyonlar ile karakterize edilen viriislerdir
(Ghabrial vd., 2015, Hillman ve Cai cd.,2013). Bu nedenle mikoviriis enfeksiyonlari
genellikle konak organizma tizerinde belirgin bir fenotipik degisiklige yol agmamakta ve

uzun siire fark edilmeden varligini siirdiirebilmektedir.

Mikoviriislerin kesfi, ilk olarak 1962 yilinda Hollings tarafindan Agaricus bisporus’ta
gbzlemlenen virilis benzeri partikiillerin tanimlanmasi ile baglamig, ancak bu viriislerin
hiicre dist bulasma mekanizmalarinin bulunmamasi ve yalnizca hiicre ici yollarla
aktarilmalar1 nedeniyle mikoviroloji alanindaki ilerlemeler uzun siire sinirli kalmigtir

(Syun-ichi Urayama vd., 2024).

Mikoviriislerin Ascomycota, Basidiomycota, Chytridiomycota, Zygomycota ve diger
bircok fungal taksonomik gruplarda varligi gosterilmis olup, mantarlarin neredeyse tiim
bliylik taksonomik gruplart ile iligkili olduklar1 bilinmektedir (Hough vd., 2023, Myers
vd., 2020, Son vd., 2015). Giiniimiizde Uluslararas1 Viriis Taksonomisi Komitesi (ICTV)
tarafindan mikoviriisler, genom organizasyonlarina gore c¢ok sayida familya altinda

siniflandirilmaktadir (Hough vd., 2023, Walker vd., 2020).

Mikoviriislerin biiylik bir ¢ogunlugu RNA genomuna sahip olup, ozellikle c¢ift iplikli
RNA (dsRNA) ve pozitif anlamli tek iplikli RNA (+ssRNA) genom tipleri baskin olarak
goriilmektedir (Ghabrial vd., 2015; Hough vd., 2023). dsRNA mikoviriisleri dogada en
yaygin olarak bulunan grup olup, Amalgaviridae, Chrysoviridae, Megabirnaviridae,
Partitiviridae, Polymycoviridae, Quadriviridae, Reoviridae ve Totiviridae gibi birgok
familyay1r kapsamaktadir. Bu virlislerin genomlar1 segmentasyon agisindan cesitlilik

gosterebilmekte olup, monopartit, bipartit veya ¢ok segmentli yapilar
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sergileyebilmektedir (Hough vd., 2023, Walker vd., 2020, Kotta-Loizou., 2021). Ozellikle
Partitiviridae familyasinda goriilen iki segmentli (bipartit) genom organizasyonu, bu

grubun ayirt edici 6zelliklerinden biridir.

Pozitif anlamh tek iplikli RNA (+ssRNA) mikoviriisleri genellikle segmentsiz genom
yapisina sahip olmakla birlikte, baz1 yeni tanimlanan familyalarda ¢ok segmentli genom
yapilar1 da bildirilmistir. Negatif anlamli tek iplikli RNA (—ssRNA) mikoviriisleri ise
Mymonaviridae familyas1 altinda smiflandirilmakta olup, daha smirli sayida temsil
edilmektedir (Hough vd., 2023, Walker vd., 2020, Kotta-Loizou., 2021). Bunun yani sira,
nadir olmakla birlikte tek iplikli DNA (ssDNA) genomuna sahip mikoviriisler de
tanimlanmis ve Genomoviridae familyasi altinda smiflandirilmistir (Hough vd., 2023,

Krupovic vd., 2016, Varsani vd., 2021).

Mikoviriislerin konak mantar iizerindeki etkileri olduk¢a degisken olup, bazi tiirler
konakta belirgin bir fenotipik degisime neden olmazken, bazilar1 patojen konagin
viriilensi iizerinde 6nemli etkiler olusturabilmektedir (Hassan vd., 2025). Ozellikle
hipoviriilens olusturan mikoviriisler, konak mantarda biiyiime hizinin azalmasi,
sporulasyonun baskilanmasi, pigmentasyon degisiklikleri ve eseysel gelisim bozukluklar1
gibi ¢esitli fenotipik degisimlere yol agabilmektedir (Dawe vd., 2001; Nuss, 2005;
Hosseinalizadeh vd., 2021). Bunun yani sira, bazi mikoviriislerin konak gen

ekspresyonunu etkileyerek hiperviriilens etkiler olusturabildigi de bildirilmistir.

Mikoviriislerin bulasma mekanizmalari, bitki ve hayvan viriislerinden farkli olarak hiicre
dis1 faz igermemektedir. Bu viriisler genellikle hifal anastomoz, hiicre boliinmesi ve spor
olusumu yoluyla hiicreler arasinda aktarilmaktadir. Hifal anastomozun yalnizca vejetatif
olarak uyumlu mantar suslar1 arasinda gergeklesebilmesi, mikoviriislerin yayilimin
sinirlayan 6nemli bir faktor olarak degerlendirilmektedir (Son vd., 2015; Hough vd.,

2023., Nuss vd., 2025).

Son yillarda yeni nesil dizileme (NGS) teknolojilerinde yasanan hizli gelismeler,
mikoviriislerin kesif siirecini énemli 6l¢iide hizlandirmis ve bu viriislerin ¢esitliligi

hakkinda daha kapsamli verilerin elde edilmesine olanak saglamistir. Bu teknolojiler
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sayesinde, daha once tespit edilemeyen ¢ok sayida mikoviriis tanimlanmis, ayrica bu
viriislerin evrimsel iligkileri, genom organizasyonlar1 ve konak organizmalar ile etkilesim
mekanizmalar1 daha ayrintili bir sekilde ortaya konulmustur. Elde edilen bu yeni bilgiler,
mikoviriislerin biyolojik 6zelliklerinin daha iyi anlagilmasina katki saglarken, 6zellikle
tarim ve ormancilik alanlarinda bitki patojenlerine karsi biyolojik miicadele ajani olarak

kullanilma potansiyelini de 6n plana ¢ikarmistir (Rigling ve ark., 2018).

Bu kapsamda, 6zellikle ¢ift iplikli RN A genomuna sahip Partitiviridae familyasi tiyeleri,
genom organizasyonlar1 ve konak ile etkilesimleri bakimindan dikkat ¢ekmekte olup,
ektomikorizal mantarlarda bulunan partitiviriislerin tanimlanmasi ve molekiiler olarak
karakterize edilmesi, mikoviral ¢esitliligin anlagilmasi agisindan 6nemli bir aragtirma

alani olusturmaktadir.

Bugiine kadar tanimlanan mikoviriislerin énemli bir kisminin ¢ift iplikli RNA (dsRNA)
genomuna sahip oldugu bilinmektedir. Ancak bu durumun, kullanilan ydntemlerin
cogunlukla dsRNA viriislerin tespitine yonelik olmasindan kaynaklanan bir arastirma
yanliligin1 da yansitabilecegi diisiiniilmektedir. Mikoviriisler genom yapilarina gore farkli
familyalar altinda siiflandirilmakta olup, bu familyalar arasinda Partitiviridae énemli

bir yere sahiptir.

Partitiviridae familyasina ait viriisler, cogunlukla mantar ve bitki konaklarinda belirgin
semptomlara yol agmadan kriptik enfeksiyonlar olusturmaktadir. Bu viriis familyasi,
Alphapartitivirus, Betapartitivirus, Deltapartitivirus, Gammapartitivirus ve Cryspovirus
olmak tiizere ICTV tarafindan taninan 5 «cins ile temsil edilmektedir
(https://ictv.global/report/chapter/partitiviridae). Familya adi, Latince “partitus”
(boliinmiis) kelimesinden tiiretilmis olup, bu isim viriislerin segmentli genom yapisini

ifade etmektedir (Tavantzis., 2008).

Bu viriisler, birbirine benzer biiytikliikte olan ve ayr1 kapsitler igerisinde paketlenen iki
adet ¢ift iplikli RNA (dsRNA) segmentine sahiptir. Her bir segment genellikle tek bir agik
okuma ¢ergevesi icermektedir. S6z konusu segmentlerden biri RNA’ya bagimli RNA

polimerazi (RdRp), digeri ise kapsit proteinini (CP) kodlamaktadir.
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Lactarius cinsi, Russulaceae familyasinda yer alan ve cogunlukla ektomikorizal yasam
siiren, yaygin makroskobik mantarlar1 kapsamaktadir. Bu cinsin iyeleri, hasar
gordiiklerinde ya da kesildiklerinde dis ortama “latex” olarak adlandirilan siit benzeri bir
sivi salgilamalariyla karakterize edilir (Heilmann-Clausen vd., 1998). Cam (Pinus) ve
mese (Quercus) gibi orman agaglariyla simbiyotik iliskiler kuran bu mantarlarin bazi
tiirleri, gastronomik ve ekonomik agidan da 6nem arz etmektedir (Verbeken & Nuytinck,

2013).

Lactarius mediterraneensis, genellikle Akdeniz’e 6zgii kalkerli topraklarda, Quercus ilex
ve Q. fagenia tiirlerinin altinda yetisen, orta biiyiikliikte bir mantardir. Sapka kismi
yapigkan, huni bi¢ciminde ve kremden sari-turuncuya kadar degisen renktedir. Sapka
yiizeyinde koyu renkli halkalar ve kenarlarda diizensiz girintili ¢ikintilar (skrobikiiller)
bulunur. Lamelleri krem ile okra tonlar1 arasinda olup, sap kismina bitisik ya da hafifce
sapa dogru inme egilimindedir ve zamanla kahverengimsi renk degisimleri gézlenebilir.
Kesildiginde veya zedelendiginde beyaz renkte siit (lateks) salgilar; bu sivi zamanla
sartya doner. Spor izi agik okra renklidir ve sporlar altkiiresel (subgloboz) sekilli ve agsi
(retikiiler) yapilidir (Kaliyeva ve Akata, 2025). Tiirkiye’nin dogal orman
ekosistemlerinde Lactarius cinsine ait pek ¢ok tiir yaygin olarak bulunmasina ragmen, bu
gruba ait mikoviriisler lizerine yapilan ¢alismalar oldukg¢a sinirlidir. Sutela ve Vainio
(2020) tarafindan gergeklestirilen bir calismada, Lactarius tabidus ve Lactarius rufus
tiirlerinde iki segmentli (bipartit) dSRNA genomuna sahip Lactarius tabidus RNA virus 1
(LtRV1) ve Lactarius rufus RNA virus 1 (LrRV1) tanimlanmistir. Bu viriislerin genomu
yaklasik 2.2 kb ve 2.0 kb uzunlugunda iki segmentten olugsmakta olup, biiyiik segment
RNA-bagimli RNA polimerazi (RdRp) kodlamaktadir. Kiiciik segment ise fonksiyonu
tam olarak bilinmeyen bir veya iki protein kodlamaktadir. Filogenetik analizler, bu
viriislerin ~ Curvulaviridae familyas: igerisinde yer aldigim1 ortaya koymustur

(https://ictv.global/taxonomy). Ayrica bu viriislerin konak spesifik oldugu ve farkh

Lactarius cinsi tiirleri arasinda yatay gecis gostermedigi belirlenmistir. Bununla birlikte,
viriis enfeksiyonlarinin konak mantarda uzun siire kalic1 oldugu ve belirgin bir fenotipik
degisiklige neden olmadigi, dolayisiyla kriptik enfeksiyon karakteri gosterdigi
bildirilmistir (Sutela ve Vainio, 2020).


https://ictv.global/taxonomy

Mikoviriislerin konak mantarlar iizerindeki etkileri, tiir i¢i genetik ¢esitlilik ve evrimsel
iligkiler acisindan son derece dnemlidir. Bu baglamda, Lactarius cinsi tlirlerinde goriilen
mikoviriislerin ¢esitliliginin belirlenmesi, filogenetik simiflandirilmas1 ve molekiiler
olarak nitelendirilmesi, yalnizca fungal virolojinin gelisimine degil, ayn1 zamanda

ektomikorizal simbiyozlarin ekolojik roliiniin anlagilmasina da katki sunacaktir.

Onerdigimiz bu doktora tez calismasinda, Tiirkiye nin farkli bolgelerinde yayilis gdsteren
Lactarius cinsini enfekte eden mikoviriislerin tanimlanmasi, molekiiler 6zelliklerinin
belirlenmesi ve bdylece biyocesitliliklerinin ve filogenetik 6zelliklerinin ortaya

konulmasi hedeflenmistir.

Tez caligmasi kapsaminda yapilan aragtirmanin ulagsmayr hedefledigi sonuglar
dogrultusunda; Lactarius mediterraneensis tiiriine ait dogal drneklerden izole edilen ve
cift segmentli ¢ift sarmalli RNA (dsRNA) genomuna sahip yeni bir Alphapartitivirus tirii
olan Lactarius mediterraneensis partitivirus 1 (LmPV1) tanimlanmistir. Bu, hem L.
mediterraneensis’in ilk kez bir mikoviriisle enfekte oldugunun gosterilmesi hem de
ektomikorizal Lactarius tiirlerinden rapor edilen ilk Alphapartitivirus olmasi agisindan
literatiire 6nemli bir katkidir ve ektomikorizal mantarlarda mikoviriis ¢esitliligine dair

mevcut bilgileri genisletmektedir.



2. KAYNAK OZETi

2.1 Mikoviriisler

Mikoviriisler, mantar hiicreleri igerisinde kalic1 olarak bulunan ve ¢ogunlukla konak
hiicreyi lizise ugratmadan yasamlarini siirdiiren viriislerdir (Syun-ichi Urayamaa vd.,
2024). Makromantarlar, sporoforlari ¢iplak gozle segilebilen, mantarlar aleminin 6zel bir
kismini olustururlar ve iki tane sube igerisinde yer alirlar: Askomikota ve Bazidiyomikota
(Servi vd. 2010). Makromantarlar1 da iceren pek ¢ok mantar tiiriiniin, hali hazirda birden
fazla sayida viriis ailesine ait fungal viriislerle enfekte halde olduklar1 rapor edilmistir
(Deakin vd. 2017). Mikoviriislerin kesfi, hayvanlarin, bitkilerin ve prokaryotlarin
viriislerinin tanimlanmasi ve karakterize edilmelerine kiyasla daha ge¢ yapilmistir. Bu
durum, olasilikla fungal viriislerin ¢cogu zaman belirgin bir belirti olusturmayan
yapisindan kaynaklanmaktadir. (Pearson vd. 2009). Mikoviriislerin 6nemli bir 6zelligi,
bitki ve hayvan viriislerinden farkli olarak hiicre dis1 bulasma mekanizmalarinin
bulunmamasidir. Bu viriisler genellikle hifal anastomoz, spor olusumu ve hiicre
boliinmesi yoluyla hiicreler arasinda taginmaktadir. Bu durum, mikoviriislerin yayilimini
sinirlayan 6nemli bir faktor olarak degerlendirilmektedir. Bununla birlikte, bazi
mikoviriislerin  konak mantarin  viriilensini  azaltarak  biyolojik miicadelede
kullanilabilecegi gosterilmis olup, bu alandaki en basarili 6rneklerden biri Cryphonectria

hypovirus 1 (CHV1) dir.

Mikoviriisler lizerine yapilan arastirmalar, virlis ¢esitliliginin daha iyi anlagilmasina
onemli katkilar saglamistir. Ozellikle NGS yontemleri sayesinde, daha once fark
edilmeyen RNA viriis ¢esitliligi ortaya konmus ve hiicre dis1 bulasma mekanizmasi
bulunmayan viriislerin yapis1 ve ozellikleri daha detayli sekilde incelenmistir (Kotta-
Loizou, 2021, Roossinck, 2011; 2012). Mantarlar gibi mikroskobik organizmalarda
fenotipik  degisimlerin  gozlemlenmesinin zor olmasi nedeniyle, giliniimiizde
mikoviriislerin tespitinde fenotipten bagimsiz yontemler yaygin olarak kullanilmaktadir.
Bu durum, mantarlarda viriislerin yalnizca hastalik belirtileri gosteren 6rneklerde degil,

saglikli goriinen 6rneklerde de arastirilmasina olanak saglamis ve mikoviriis ¢esitliliginin



daha kapsamli sekilde ortaya konmasina katki saglamistir (Syun-ichi Urayamaa vd.,

2024, Ghabrial vd., 2009).

Hiicre dis1 bulasma mekanizmasina sahip az sayida mikoviriis de tanimlanmistir (Yu vd.,
2013). Genel olarak mikoviriisler; ¢ogunlukla konak hiicreyi 6ldiirmeyen, belirgin
semptom olusturmayan enfeksiyonlar meydana getirmeleri, kalict bir yasam dongiisiine
sahip olmalari ve genellikle RNA genomu tasimalari ile karakterizedir. Izole edilen fungal
suslarda RNA mikoviriislerinin goériilme sikliginin %7-80 arasinda degisebildigi
bildirilmektedir (Ghabrial vd., 2015; Kotta-Loizou ve Coutts, 2017). Tipik bir RNA
mikovirlis genomu yaklasik 2—15 kb uzunlugunda olup, 1 ile 12 arasinda protein
kodlayabilmektedir. Viral RNA’nin ¢ogaltilmasindan sorumlu RNA’ya bagimli RNA
polimeraz (RdRp) ve kapsit proteinlerini (CP) kodlayan genler disinda, ¢ogu genin
fonksiyonu heniiz tam olarak aydinlatilamamistir. Bu durum, mikoviriis genlerinin
fonksiyonel analizlerinin, bitki ve hayvan viriislerine kiyasla daha smirli kaldigini

gostermektedir.

Mikoviriis aragtirmalar i¢in ¢esitli model sistemler gelistirilmistir. Bunlar arasinda en iyi
bilinen ornek, kestane yaniklig1 etmeni Cryphonectria parasitica ve bu mantar1 enfekte
eden Cryphonectria hypovirus 1 (CHV1) sistemidir. Bu sistem, bitki patojeni mantarlarin
biyolojik kontroliinde énemli bir model olarak kullanilmakta olup, cDNA araciligiyla
viriislerin yeniden olusturulmasina olanak saglamistir. Ayrica, konak mantar iizerinde
genetik  degisikliklerin  gergeklestirilebildigi ve RNA interferans (RNAi)
mekanizmasinin, konakta viriislere kars1 savunmada etkili oldugu gosterilmistir. RNA
interferans (RNA1), hiicrede yabanc1t RNA’larin parcalanarak etkisiz hale getirildigi bir

savunma mekanizmasidir (Segers vd., 2007).

Benzer sekilde, Fusarium graminearum iizerinde de kapsamli mikoviriis ¢aligmalari
yiriitiilmiis (Chu vd.,2004; Yu ve Kim, 2020) ve mikoviriislerin bir gen ekspresyon
baskilanma araci olarak kullanilmasiyla patojenite ile iliskili genlerin baskilanabilecegi

ortaya konmustur (Zhang vd., 2023a).



Son yillarda, konak mantarlar1 hiicre dis1 yolla enfekte edebilen bir DNA mikoviriisiiniin
tanimlanmast dikkat ¢ekmistir (Li vd., 2020; Yu vd., 2010; 2013). Bu gelismenin,
mikoviriislerin bulasma mekanizmalarina iliskin mevcut bilgileri genisletmesi ve yeni

model sistemlerin gelistirilmesine katki saglamasi beklenmektedir.

Mikoviriisler, mantarlarin hemen hemen tiim taksonomik gruplarinda yaygin olarak
bulunan ve ¢ogunlukla ¢ift iplikli RNA (dsRNA) genomuna sahip viriislerdir. Bu viriisler
genellikle hiicre i¢i yollarla, 6zellikle hifal anastomoz, spor olusumu ve hiicre béliinmesi
sirasinda aktarilmakta olup, yasam dongiilerinde ekstraseliiler bir faz bulunmamaktadir
(Ghabrial vd., 2015). Mikoviriis enfeksiyonlarinin biiyiik bir kismi konak organizmada
belirgin bir fenotipik degisiklige neden olmadan asemptomatik olarak seyretmektedir.
Bununla birlikte baz1 mikoviriisler, konak mantarin biiylimesini, gelisimini ve viriilensini
etkileyerek hipoviriilens gibi 6nemli biyolojik sonuglara yol acgabilmektedir. Bu
ozellikleri nedeniyle mikoviriisler, 6zellikle biyolojik miicadele ve bitki patolojisi

alanlarinda dikkat ¢ekmektedir (Ghabrial vd., 2015).

Mikoviriislerin, Ascomycota, Basidiomycota, Chytridiomycota, Zygomycota ve
Neocallimastigomycota gibi baslica fungal taksonomik gruplarin ¢ogu ile iligkili oldugu

bilinmektedir.

Tanimlanan ilk mikoviriis, yenilebilir mantarlarda (4garicus bisporus) hastalia neden
olan bir virlis olarak rapor edilmistir (Romaine vd., 2002). 1962 yilinda Hollings
tarafindan hastalikli mantarlarda viriis benzeri partikiillerin gézlemlenmesi, mikoviroloji
alaninin baglangici1 olarak kabul edilmektedir. Bu tarihe kadar mantarlarin viriisler
tarafindan enfekte olabilecegi bilinmemekteydi. S6z konusu kesif, mikoviriislerin
ozellikle bitki patojeni mantarlarin biyolojik kontroliinde kullanilabilecegine yonelik
onemli bir potansiyel ortaya koymustur. Giiniimiizde bu alandaki c¢aligsmalar giderek
artmakta ve mikovirlis arastirmalart Onemli bir bilimsel alan olarak gelisimini

surdirmektedir.



2.2 Mikoviriislerin Siniflandirilmasi

Mikovirtis verilerini incelemek ve molekiiler 6zellikleri ile biyoteknolojik kullanimlarini
degerlendirmek amaciyla gergeklestirilmis literatiir taramasi ile elde edilen sonuglar,
toplam 267 mikoviriis tiiriniin varligin1 ortaya koymus olup, bunlarin 189’unun

Uluslararasi Viriis Taksonomi Komitesi (ICTV) tarafindan tanindig1 belirlenmistir.

Tanimlanan mikoviriislerin biiyiik cogunlugunun c¢ift iplikli RNA (dsRNA) genomuna
sahip oldugu (%38,6), buna karsilik Botourmiaviridae (pozitif anlaml tek iplikli RNA,
+ssRNA) familyasinin tek basimna mikoviriis cesitliliginin  %14’linli temsil ettigi

saptanmigtir.

Uluslararas1 Virlis Taksonomi Komitesi (ICTV), mikoviriisleri glinimiizde genom
tiplerine gore 23 aile ve 1 smiflandirilmamis cins altinda toplamaktadir (Walker vd.,
2020; Ghabrial vd., 2015). Virisler ¢ogunlukla cift iplikli RNA (dsRNA) veya pozitif
anlamli tek iplikli RNA (+ssRNA) genomuna sahip olup, yasam dongiilerinde genellikle
hiicre dis1 bir faz bulunmamaktadir. dsRNA genomuna sahip mikoviriisler;
Amalgaviridae, Chrysoviridae, Megabirnaviridae, Partitiviridae, Polymycoviridae,
Reoviridae, Quadriviridae, Totiviridae aileleri ile Botybirnavirus cinsi altinda yer
almaktadir (Walker vd., 2020; Kotta-Loizou vd., 2021; Hough vd., 2023).Pozitif anlaml1
tek sarmalli RNA (+ssRNA) genom tasiyan mikoviriisler ise; Alphaflexiviridae,
Barnaviridae, Deltaflexiviridae, Endornaviridae, Gammaflexiviridae, Hadakaviridae,
Hypoviridae, Mitoviridae, Narnaviridae ve Yadokariviridae ailelerinde
siniflandirilmaktadir. Buna ek olarak, Mertaviridae ve Pseudoviridae aileleri ters
transkripsiyon (RT) mekanizmasina sahip tek sarmalli RNA genomlu mikoviriisleri
icermektedir (Walker vd., 2020; Kotta-Loizou vd., 2021; Sato vd., 2023). Negatif anlaml
tek sarmalli RNA (—ssRNA) genomuna sahip mikoviriisler ise Mymonaviridae ailesi
altinda yer almaktadir (Walker vd., 2020; Lin vd., 2019; Guo vd., 2021; Hough vd., 2023).
Ayrica son yillarda tek sarmalli DNA (ssDNA) genom tasiyan mikoviriisler de
tanimlanmis olup, bunlardan yalmizca ikisi taninmis bir aile olan Genomoviridae
icerisinde siniflandirilmaktadir: Sclerotinia sclerotiorum hypovirulence-associated DNA

virus 1 ve Fusarium graminearum gemytripvirus 1 (Yu vd., 2010; Krupovic vd., 2016;



Varsani vd., 2021, Koonin vd., 2020, Hough vd., 2023). dsRNA genomuna sahip
mikoviriisler arasinda Chrysoviridae, Amalgaviridae, Megabirnaviridae, Quadriviridae,
Partitiviridae, Polymycoviridae, Reoviridae, Totiviridae aileleri ve smiflandirilmamis
Botybirnavirus cinsi yer almaktadir. +ssRNA genomuna sahip olan mikoviriisler ise
Endornaviridae, Alphaflexiviridae, Barnaviridae, Deltaflexiviridae, Gammaflexiviridae,
Hypoviridae, Narnaviridae, Mitoviridae, Hadakaviridae ve Yadokariviridae aileleri ile

ters transkripsiyon yapan Metaviridae ve Pseudoviridae aileleri altinda toplanmaktadir.

2.3 Mikoviriislerin Konak Uzerindeki Etkileri

Mikovirisler, enfekte ettikleri fungal konaklar tizerinde farkli diizeylerde fizyolojik ve
morfolojik degisimlere neden olabilen 6nemli viriislerdir. Bu etkiler; konak mantarin
bliylime hizi, miselyal gelisimi, sporulasyon kapasitesi, pigmentasyon ozellikleri ve
metabolik aktivitelerinde degisiklikler seklinde ortaya c¢ikabilmektedir. Mikoviriis
enfeksiyonlarinin konak iizerindeki etkileri olduk¢a degisken olup, bazi durumlarda
hipoviriilense (viriilens azalmasi), bazi durumlarda ise hiperviriilens (viriilens artis1)
neden olabildigi bildirilmektedir (Dawe vd., 2001; Nuss, Eastwood, D., 2005,
Hosseinalizadeh vd., 2021). Hipoviriilens olusturan mikoviriisler, 6zellikle bitki patojeni
mantarlarda yaygin olarak tespit edilmistir. Bu viriisler, konak mantarda viriilens
azalmasi, diizensiz biliylime, anormal pigmentasyon ve eseysel gelisim bozukluklar1 gibi
cesitli fenotipik degisimlere yol acabilmektedir (Ghabrial vd., 2015; Villan Larios vd.,
2023). Ornegin, Flammulina velutipes browning virus’un Flammulina velutipes’te
biiyiime bozukluklarina ve morfolojik degisimlere neden oldugu; Mushroom bacilliform
fungus virus (MBV)’un Agaricus bisporus’ta miselyal gelisimi olumsuz etkiledigi ve
Lentinula edodes negatif iplik¢ikli RNA viriisii 1’in Lentinula edodes’te anormal
kahverengilesmeye yol actigi bildirilmistir. Benzer sekilde, Fusarium oxysporum
chrysovirus 1, Botryosphaeria dothidea chrysovirus 1 ve Magnaporthe oryzae chrysovirus
1-A gibi viriislerin konak mantarlarda biiylime hizin1 ve viriilens diizeyini azalttigi

gosterilmistir (Villan Larios et al., 2023).

Mikovirtislerin konak iizerindeki etkileri yalnizca hipoviriilens ile siirli olmayip, bazi

durumlarda hiperviriilens etkiler de olusturabilmektedir. Bu tiir viriisler, konak mantarin
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patojenik etkisini artirarak c¢evresel kosullara daha iyi uyum saglamasina katkida
bulunabilmektedir. Ayrica bazi mikoviriislerin konak gen ekspresyonunu etkileyerek
belirli genlerin susturulmasina veya farkli diizeylerde ifade edilmesine neden oldugu ve

bu durumun fenotipik degisimlerle sonuglandigi bildirilmektedir.

Ote yandan, bazi mikoviriis enfeksiyonlar1 konak iizerinde belirgin bir fenotipik
degisiklige yol agmadan seyredebilmektedir. Bu durum, mikoviriis-konak etkilesiminin
oldukca karmasik oldugunu ve virlisiin etkisinin hem viral 6zelliklere hem de konak
tiriine bagli olarak degisebilecegini gostermektedir (Villan Larios vd., 2023).
Mikoviriislerin konak mantar iizerindeki etkileri ¢ok yonlii olup, bu etkiler hipoviriilens,
hiperviriilens seklinde ortaya c¢ikabilmektedir. Bu ¢esitlilik, mikoviriislerin fungal
biyoloji tizerindeki roliiniin anlagilmasi agisindan biiyiik 6nem tasimaktadir (Ghabrial vd.,

2015).

2.4 Mikoviriislerin Tasinmasi

Mikoviriislerin ~ biiylik  ¢ogunlugunda  hiicre dist1  bulasma  mekanizmalari
bulunmamaktadir (Son vd., 2015; Hough vd., 2023). Bu nedenle yayilimlar1 agirliklx
olarak hiicre ig¢i siireglere baghidir ve baslica iki sekilde gergeklesir: sporlar araciligiyla
dikey bulasma ve hifal anastomoz yoluyla yatay bulagsma. Hifal anastomoz, mantar hifleri
arasinda sitoplazmik baglanti olugmasini saglayarak viriislerin bir hiicreden digerine
gecisine olanak tanimaktadir (Munoz-Adalia vd., 2016; Kahraman vd., 2019). Bununla
birlikte, bu aktarim her zaman yiiksek verimlilikte gergeklesmemekte; ozellikle spor
olusumu sirasinda viriislerin yeni hiicrelere gecisi sinirli kalabilmekte ve belirli oranlarda
kayiplar gézlenebilmektedir (Sutela vd., 2019). Bu durum, mikoviriislerin dogal fungal
popiilasyonlar igerisinde degisken bir dagilim gostermesine neden olmaktadir (Sekil 1)

(Garcia-Pedrajas vd., 2019).

Yatay bulagsmay1 etkileyen en onemli faktorlerden biri, konak mantarlarin vejetatif
uyumluluk durumudur. Farkli vejetatif uyumluluk gruplarmma (VCG) ait mantarlar
arasinda hifal birlesmenin ger¢eklesmemesi, virlis aktarimim1i da Onemli oOl¢iide

sinirlandirmaktadir. Bu uyumsuzluk, vic genleri tarafindan diizenlenmekte ve cogunlukla
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programli hiicre 6limii (PCD) ile sonuglanarak viriisiin yayilmasinit engellemektedir
(Garcia-Pedrajas vd., 2019; Hough vd., 2023, Paoletti vd., 2016). Bununla birlikte, baz1
mikoviriislerin bu savunma mekanizmasini baskilayarak farkli VCG gruplar arasinda da
yayilabildigi bildirilmistir (Wu vd., 2012). Bu durum, konak ve virlis arasindaki

etkilesimin bulagsma dinamikleri {izerinde belirleyici oldugunu gostermektedir.

Dikey bulasma ise eseyli ve eseysiz sporlar araciliiyla gerceklesmektedir. Ozellikle
eseysiz sporlar yoluyla bulagsma, mikoviriislerin yayiliminda 6nemli bir rol oynamakta ve
bu sayede viriislerin fungal popiilasyonlarda korunmasma katki saglamaktadir (Van
Diepeningen vd., 2006, Pearson vd., 2013, Lemus-Minor vd., 2019, Hough vd., 2023,
Yang vd., 2018). Eseysiz sporlarla aktarimin genellikle daha yiliksek oranlarda
gerceklestigi bilinmekle birlikte, mikoviriislerin eseyli sporlar yoluyla da tasinabildigi
gosterilmistir (Chun vd., 1997; Kahraman vd., 2019).

Mikovirtislerin yayilimi yalnizca konaklar arasi temasla smirli olmayip, cevresel
kosullardan da etkilenmektedir. Dogal ortamlarda gergeklestirilen c¢aligmalar,
mikoviriislerin sahada laboratuvar kosullarina kiyasla daha etkin bir sekilde
yayilabildigini ortaya koymaktadir (Garcia-Pedrajas vd., 2019). Ayrica bazi
mikoviriislerin bocekler veya diger toprak organizmalar1 araciligiyla tasinabilecegi ve
nadir durumlarda farkli mantar tiirleri arasinda da gegis yapabildigi bildirilmektedir (Yu

vd., 2013, Vainio vd., 2017).

RNA genomuna sahip mikoviriislerin hiicre dist yolla tasmnamamasinin temel
nedenlerinden biri, bu viriislerin hareket proteinine sahip olmamasidir (Kahraman vd.,
2019). Bu nedenle mikoviriislerin biiyilk bolimii yalnizca hiicre i¢i bulagsma
mekanizmalarina bagimlidir. Bununla birlikte, son yillarda hiicre dig1 bulasma yetenegine
sahip nadir mikoviriislerin tanimlanmasi, mikoviriis biyolojisinin hald tam olarak

anlasilmadigini ortaya koymaktadir (Yu vd., 2013; Li vd., 2020).

Tim bu bilgiler degerlendirildiginde, mikoviriislerin bulasma mekanizmalarinin ayrintili
olarak anlasilmasi, 6zellikle biyolojik miicadele yaklasimlarinin gelistirilmesi acisindan

biiylik 6nem tagimaktadir.
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Sekil 2.1 Dogal ortamda mikoviriislerin bulagsma ve kaybolma mekanizmalarinin sematik
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gosterimi

Viriis tasiyan (Virus +) ve tasgimayan (Virus —) mantar hifleri arasinda hifal anastomoz yoluyla viriisiin
yatay olarak aktarilabildigi gosterilmektedir. Bununla birlikte, spor olusumu sirasinda mikoviriislerin belirli
bir oranda kaybolabildigi ve baz1 yeni hiicrelerin viriissiiz hale gelebilecegi goriilmektedir

2.5 Mikoviriislerin Biyolojik Miicadelede Kullanimi

Mikoviriislerin konak mantar {izerindeki etkilerinden biri, viriilens diizeyinin azalmasi
olarak tanimlanan hipoviriilens durumudur. Bu olgu, en iyi sekilde kestane yanikligi
etmeni Cryphonectria parasitica iizerinde yapilan ¢alismalarla ortaya konulmustur. Bu
mantar1 enfekte eden bazi1 mikoviriislerin, konak mantarin hastalik olusturma kapasitesini
onemli olgiide azalttign gosterilmistir. Ozellikle Cryphonectria hypovirus 1 (CHV1),
konak mantarda hipoviriilens olusturarak hastaligin siddetini diisiirmekte ve bu 6zelligi
sayesinde biyolojik miicadele ¢alismalarinda 6nemli bir model sistem olarak kabul
edilmektedir. Avrupa’da kestane yanikligi hastaliginin kontrol altina alinmasinda
hipoviriilent suslarin basariyla kullanilmasi, mikoviriislerin biyolojik miicadele ajani
olarak degerlendirilmesine yonelik caligsmalara 6nemli bir katki saglamistir (Hillman ve
Suzuki, 2004, Rigling vd., 2018, Hough vd., 2023). Ayrica, Alphapartitivirus grubuna ait
Rosellinia necatrix partitivirus 2 ve Heterobasidion partitivirus 13 gibi partitiviriislerin
de farkli fungal tiirlerde hipoviriilens olusturabildigi ve biyolojik miicadele agisindan

potansiyel tagidig1 bildirilmistir (Hough vd., 2023).
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Bununla birlikte, mikoviriislerin konak iizerindeki etkileri yalnizca viriilens azalmasi ile
sinirlt olmayip, bazi durumlarda konak gen ekspresyonunu etkileyerek fenotipik
degisimlere de yol agabilmektedir. Ornegin, Mycoreovirus 1’in baz1 genleri susturarak
miselyal gelisimi etkiledigi; Sclerotinia minor endornavirus 1 ve Helicobasidium mompa
endornavirus’un ise konak mantarda biiylime azalmasi ve morfolojik degisikliklere neden
oldugu bildirilmistir (Villan Larios vd., 2023). Ote yandan, baz1 partitiviriislerin konak
mantar lizerinde farkli etkiler olusturabildigi, 6rnegin Trichoderma harzianum partitivirus
2 ile enfekte edilen izolatlarda miselyal yogunluk ve spor iiretiminin arttigi ve bu
izolatlarin diger patojen mantar tiirlerini inhibe edebildigi gosterilmistir (Villan Larios

vd., 2023).

Biyokontrol, bitki patojenleri ve diger zararli organizmalarin neden oldugu olumsuz
etkilerin kimyasal yontemler yerine dogal siirecler araciligiyla azaltilmasini hedefleyen
sirdiiriilebilir bir yaklasimdir. Bu baglamda, bazi mikoviriislerin konak mantarin
viriilensini azaltarak hipoviriilens olusturabilmesi, bu virlislerin biyolojik miicadele
kapsaminda degerlendirilmesine olanak tanimaktadir. Ancak, bu potansiyele ragmen
mikoviriislerin saha kosullarinda bitki patojenlerinin kontroliinde basarili bir sekilde

kullanildig1 6rneklerin sinirli oldugu bildirilmektedir.

Mikoviriislerin biyokontrol ajani olarak etkinligini belirleyen en 6nemli faktorlerden biri,
mantarlar arasinda yayilim yetenekleridir. Bu viriisler genellikle hiicre dis1 bulasma
kapasitesine sahip olmadigindan, yayilimlari biiyiikk Ol¢lide hifal anastomoz, hiicre
boliinmesi ve spor olusumu ile sinirhidir. Ozellikle hifal anastomozun yalnizca vejetatif
olarak uyumlu suslar arasinda gergeklesebilmesi, mikoviriislerin farkli mantar
populasyonlar1  arasinda  yayilmimi  kisitlayan  6nemli  bir engel olarak
degerlendirilmektedir (Son vd., 2015, Hough vd., 2023). Bu nedenle, mikoviriislerin uzun
stireli ve etkili biyokontrol stratejilerinde kullanilabilmesi i¢in yayilim dinamiklerinin

daha iyi anlagilmas1 gerekmektedir.

Partitiviriislerin ¢ogu konaklarinda belirgin bir fenotipik degisiklige neden olmasa da,
bazi c¢alismalar bu viriislerin konak mantar iizerinde 6nemli biyolojik etkiler

olusturabilecegini gdstermektedir. Ozellikle bazi partitiviriislerin konakta hipoviriilense
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yol acarak patojenitenin azalmasina neden olabildigi bildirilmektedir. Ornegin, Rosellinia
necatrix partitivirus 2 ve Heterobasidion partitivirus 13’tin konak mantarlarda biiylime
geriligi ve viriilens azalmasi ile iliskili oldugu gosterilmistir (Vainio vd., 2018). Bu
bulgular, partitiviriislerin  biyolojik miicadele acisindan potansiyel tasidigini

gostermektedir.

2.6 Partitiviridae Familyasi

Partitiviridae familyasi, c¢ift iplikli RNA (dsRNA) genomuna sahip viriisleri igeren
o6nemli bir mikoviriis grubudur. Bu familyaya ait viriisler, basta mantarlar ve bitkiler
olmak tizere ¢esitli 6karyotik konaklari enfekte edebilmekte ve gogunlukla konaklarinda
belirgin bir hastalik belirtisi olugturmayan asemptomatik enfeksiyonlar ile karakterize
edilmektedir (Ghabrial vd., 2015; Vainio vd., 2018). Partitiviriisler genellikle konak hiicre
icerisinde kalic1 (persistent) enfeksiyonlar olusturmakta ve konak ile uzun siireli bir denge

iligkisi kurmaktadir.

Fartitiviridae familyasinin en belirgin 06zelligi, genomlarinin iki ayr1 segmentten
olusmasidir. Bu segmentler benzer uzunlukta olup, her biri genellikle tek bir agik okuma
cergevesi (ORF) igermektedir. Bu segmentlerden biri RNA’ya bagimli RNA polimerazi
(RdRp), digeri ise kapsid proteinini (CP) kodlamaktadir. Iki segmentten olusmakta ve her
bir segment, ikosahedral yapiya sahip ayr1 viral partikiiller icerisinde bagimsiz olarak
paketlenmektedir. Bu 6zellik, Partitiviridae liyelerinin ayirt edici yapisal 6zelliklerinden

biri olarak kabul edilmektedir (Nibert vd., 2014; Vainio vd., 2018).

Partitiviridae familyasi, Cryspovirus,  Alphapartitivirus,  Betapartitivirus,
Deltapartitivirus ve Gammapartitivirus olmak tiizere bes farkli cinsi i¢ermektedir
(Cizelge 2.1) (Nibert vd., 2014). Bu viriislerin konak aralig1 bitkiler, mantarlar ve
protozoalar1 kapsamaktadir (Vainio vd., 2018). Alphapartitivirus ve Betapartitivirus
cinslerine ait tiirlerin hem bitki hem de mantar konaklarda bulunabildigi bilinmektedir
(Nibert vd., 2014). Bu tiirler arasindaki genetik benzerlik, partitiviriislerin bitkiler ve
mantarlar arasinda hifal anastomoz yoluyla aktarilmis olabilecegini diisiindiirmektedir

(Roossinck, 2010, Nibert vd., 2014). Partitivirus cinsine ait virlisler, izometrik yapida ve
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ikosahedral simetri gosteren virionlara sahiptir. Bu viriislerin partikiil ¢ap1 genellikle 30—
35 nm arasinda degismektedir. Negatif boyama yontemi ile elde edilen elektron
mikroskobu goriintlilerinde, niikleik asit igermeyen virionlarin kapsitlerinin boyay1 igeri

almasi1 nedeniyle merkezlerinin daha koyu goriindiigii gozlenmektedir.

Cizelge 2.1 Partitiviridae familyasindaki bes cinse ait genom segmenti ve protein
uzunluk araliklar

Cins dsRNA1 (bp) | dsRNA2 (bp) | RdRP (aa) | CP (aa)
Betapartitivirus 2180-2444 | 2135-2354 i 663-746 | 636-686
Alphapartitivirus 1873-2027 1708-1866 | 581-621 | 463-521
Gammapartitivirus 1645-1787 |1445-1611 | 519-539 |41 3-443 |
Deltapartitivirus 1563-1696 1415-1575 | 472-479 | 337-430

——

Cryspovirus* 1786 (1836)* | 1374 (1510)* | 524 319

*Bu cins tek bir tiirden olugsmaktadir.

i Belirtilen genom segmentleri, Cryptosporidium parvum virus 1 (CSpV1-lowa susu)’na aittir (Vong ve
ark., 2017)

Virion kapsiti zarfsiz olup 12 kapsomerden olugsmakta ve toplamda yaklasik 120 kapsid
protein (CP) alt birimi icermektedir. Kapsid proteinlerinin molekiiler agirlig1 yaklasik 57—
76 kDa arasinda degismektedir. Ayrica virion ile iligskili RNA polimeraz aktivitesi,
RNA’ya bagimli RNA polimeraz (RdRp) enzimi tarafindan saglanmakta olup, bu
proteinin  bliylikliigli mantar partitiviriislerinde yaklasik 77-86 kDa arasinda
bildirilmektedir (Sekil 2.2). Partitiviriisler genellikle izometrik kapsit yapisina sahip olup,
bu ozellik elektron mikroskobu goriintiilerinde agik¢a gozlenebilmektedir (Tavantzis,

2008).
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Sekil 2.2 Partitivirus cinsine ait temsilci tiirlerden biri olan Rhizoctonia solani virus 717
(RhsV 717)’nin negatif boyama yontemi ile elde edilmis elektron mikroskobu
goriintiisi. Virionlarin izometrik (kiiresel) yapida oldugu ve yaklasik 100 nm
olgek cubuguna gore boyutlarinin degerlendirilebildigi goriilmektedir. Goriintii
Tavantzis ve Bandy (1988)’den uyarlanmigtir

2.6.1 Genom organizasyonu

Partitiviriislerin virionlari, iki segmentten olusan cift sarmalli RNA (dsRNA) genomuna
sahip olmalar ile karakterize edilir (Sekil 2.2). Bu segmentler dSRNA1 ve dsRNA2
olarak adlandirilmakta olup, uzunluklar: genellikle yaklagik 3—4,8 kbp uzunlukta arasinda
degismektedir (Tavantzis, 2008). Ayn1 viriise ait dSRNA segmentleri cogunlukla benzer
biiyiikliikte olup, aralarindaki fark genellikle 20-200 baz c¢ifti kadardir. Genom
segmentlerinden daha biiyiik olan dsRNA1, RNA’ya bagimli RNA polimerazi (RdRp)
kodlarken, daha kiiclik olan dsRNA?2 ise kapsid proteinini (CP) kodlamaktadir (Vainio
vd., 2018; Nibert vd., 2014). Bu segmentlerin kodlayici ipliklerine ait 5’ u¢ bolgelerinin
genellikle korunmus oldugu ve ters tekrar dizileri icerdigi bilinmektedir. Bu diziler,
RNA’nin kendi {izerine katlanarak sa¢ tokasi (stem—loop) yapilar1 olusturmasina olanak
saglamaktadir. Bu yapilarin, viral RNA’nin stabilitesi ve replikasyon siireglerinde rol
oynayabilecegi diislinlilmektedir. Ayrica baz1 partitiviriislerde, islevi heniiz tam olarak
aciklanamamis bir proteini kodlayan iiciincii bir genom segmentinin de bulunabilecegi

bildirilmektedir (Tuomivirta ve Hantula, 2003, 2005; Nibert vd., 2014).
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Sekil 2.2 Partitiviridae familyasina ait viriislerin ¢ift segmentli dsRNA genom
organizasyonunun sematik gosterimi (ICTV, 2023 ten alinmistir)

Partitivirlislerin ~ evrimsel olarak totiviriislerden evrimlesmis olabilecegi oOne
stirilmektedir. Totiviriislerde oldugu gibi partitiviriis genomu da iki temel geni (CP ve
RdRp) igermektedir; ancak totiviriislerden farkli olarak bu genler ayrt dSRNA segmentleri
tizerinde yer almakta olup, bu durum partitiviriislerin bipartit genom yapisina sahip
oldugunu gostermektedir. Buna karsilik bircok totivirliste RdRp, kapsit proteini ile
birlesik (flizyon) bir protein olarak ifade edilmektedir. RARp’yi ayr1 bir protein olarak
sentezleyen bazi totivirilislerin ise, atasal totiviriisler ile partitiviriisler arasinda evrimsel

bir gecis formu olabilecegi diisiiniilmektedir (Tavantzis, 2008).
2.7 Ektomikorizal Mantarlarda Mikoviriisler

Gilinlimiize kadar, ektomikorizal basidiomiset cinslerinden Thelephora ve Lactarius’ta
bazi mikoviriisler tanimlanmis olmakla birlikte (Petrzik vd., 2016; Sutela ve Vainio,
2020), ektomikorizal askomisetler arasinda yalmizca Tuber, Geopora, Gyromitra ve
Morchella cinslerinde mikoviriis varlig bildirilmistir (Stielow ve Menzel, 2010; Stielow

vd., 2011, 2012; Sahin ve Akata, 2019; Gilbert vd., 2019).

Bununla birlikte, son yillarda yiiksek verimli dizileme (NGS) teknolojilerindeki
gelismeler, ektomikorizal mantarlardaki mikoviriis ¢esitliliginin daha 6nce tahmin
edilenden ¢ok daha yliksek oldugunu ortaya koymustur (Sutela ve Vainio, 2020; Villan
Larios vd., 2023). Bu ¢alismalar, dogal ortamlarda bulunan mantar tiirlerinde ¢oklu viriis
enfeksiyonlarinin yaygin olabilecegini ve bu viriislerin konak mantarin fizyolojisi ile

simbiyotik iligkileri tizerinde etkili olabilecegini gostermektedir.
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Ektomikorizal mantarlar ile bitki kokleri arasinda kurulan yakin simbiyotik iliski,
mikovirlislerin  yalnizca mantarlar arasinda degil, ayni zamanda bitki—mantar
etkilesimleri iizerinden yayilabilecegini gostermektedir. Bu durum, mikoviriislerin
ekosistemde 6nemli olabilecegini gostermektedir. Ektomikorizal mantarlar arasinda yer
alan Lactarius cinsi, genis tiir ¢esitliligi ve ekolojik 6nemi ile dikkat ¢cekmekte; ancak bu
gruptaki mikoviriisler iizerine yapilan ¢alismalar heniiz sinirli kalmaktadir. Lactarius
tiirlerinde mikoviriis varligina iliskin ¢alismalar heniiz sinirlidir ve bu durum bu cinsin

Oonemli bir arastirma potansiyeli tagidigini gostermektedir.

2.8 Lactarius ve Mikoviriisler

Lactarius tirlerinde mikovirlis varligina iliskin calismalar olduk¢a smirli olmakla
birlikte, mevcut arastirmalar bu cinsin mikoviriis c¢esitliligi agisindan 6nemli bir
potansiyele sahip oldugunu gostermektedir. Ozellikle Lactarius rufus ve Lactarius
tabidus tirlerinde iki segmentli dSRNA genomuna sahip mikoviriislerin tanimlandig1 ve
bu viriislerin dogal populasyonlarda kalici enfeksiyonlar olusturabildigi bildirilmistir

(Sutela ve Vainio, 2020)

Lactarius tirlerinde mikoviriis c¢aligmalarinin sinirli kalmasmin baslica nedenleri
arasinda, bu mantarlarin ektomikorizal yasam gostermesi ve laboratuvar kosullarinda
kiiltiire alinmalarinin zor olmasi yer almaktadir. Ayrica bircok mikoviriisiin konakta
belirgin fenotipik degisiklik olusturmamasi nedeniyle bu enfeksiyonlar uzun siire fark
edilmeden kalabilmektedir. Bunun yani sira, ge¢gmiste yapilan aragtirmalarin daha ¢ok
kiiltiirii kolay ve patojenik mantarlara odaklanmasi, ektomikorizal mantarlarda mikoviriis
arastirmalariin geri planda kalmasina neden olmustur. Ancak son yillarda gelisen yeni

nesil dizileme teknolojileri sayesinde bu alandaki bilgi birikimi artmaya baglamistir

2.9 Tiirkiye’de Partitiviriis Calismalar:

Tirkiye’de Partitiviridae familyasina yonelik ¢alismalar sinirli olmakla birlikte, son yillarda
gerceklestirilen molekiiler arastirmalar bu alana &nemli katkilar saglamistir. Ozellikle

ektomikorizal mantarlar {izerinde ylriitilen ¢alismalar, farkli mikoviriis tiirlerinin
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tanimlanmasina ve bu viriislerin genetik 6zelliklerinin ortaya konulmasina olanak saglamistir

(Sahin ve Akata, 2019; Sahin ve Akata, 2021).

Ektomikorizal bir mantar olan Sarcosphaera coronaria iizerinde gerceklestirilen bir
calismada, askokarp drneklerinden partitiviriis segmentleri ile benzerlik gosteren toplam 75
kontig tespit edilmistir. Bu dizilerin Alphapartitivirus ve Betapartitivirus cinslerine ait oldugu
belirlenmistir. BLASTp analizleri sonucunda bu kontiglerin 41’inin (1623-2342 nt) kapsit
proteinini (CP), 34’iiniin (1764-2466 nt) ise RNA’ya bagimlt RNA polimerazi (RdRp)
kodladig1 ortaya konmustur. Ayrica ayni konak igerisinde birden fazla partitiviriisiin birlikte
bulunabildigi (¢oklu enfeksiyon) belirlenmistir. Bu bulgular, ektomikorizal mantarlarin
zengin ve karmasik bir mikoviriis ¢esitliligine sahip oldugunu gostermektedir. Elde edilen
sonugclar, partitiviriislerin yalnizca bitki patojenleri ile sinirli olmadigini, dogal ortamlarda
bulunan simbiyotik mantarlarda da yaygin olarak bulundugunu ortaya koymaktadir. Ayrica S.
coronaria’da tanimlanan bazi partitiviriislerin farkli cografi bolgelerde bildirilen tiirlerle
yiiksek benzerlik gdstermesi, bu viriislerin genis bir dagilima sahip oldugunu ve uzak
mesafeler arasinda tasinabildigini diisiindiirmektedir. Bu durum, partitiviriislerin mantar

sporlart araciligiyla yayilabilecegi hipotezini desteklemektedir (Sahin ve Akata vd., 2020).

Bu caligmalara ek olarak, tez kapsaminda gergeklestirilen arastirmada ektomikorizal bir
mantar olan Lactarius mediterraneensis’te yeni bir partitiviriis tanimlanmis ve Lactarius
mediterraneensis partitivirus 1 (LmPV1) olarak adlandirilmistir. Yapilan analizler sonucunda
bu viriisiin yaklasik 1899 bp ve 1957 bp uzunlugunda iki ayr1 dsSRNA segmentinden olusan
bipartit bir genoma sahip oldugu belirlenmistir. Bu segmentlerin sirasiyla RNA’ya bagimh
RNA polimerazi (RdRp) ve kapsid proteinini (CP) kodladig: tespit edilmistir. Filogenetik
analizler, LmPV1’in Partitiviridae familyas1 igerisinde Alphapartitivirus cinsi i¢inde yer
aldigin1 ve ozellikle Sarcosphaera coronaria partitiviriisleri ile yakin iligkili oldugunu

gostermistir.

Bu bulgu, Lactarius mediterraneensis’te bildirilen ilk mikoviriis olmasi bakimindan énem
tagimakta olup, ektomikorizal mantarlarda mikoviriis ¢esitliligine dair mevcut bilgileri
genisletmektedir. Ayrica sonuglar, Lactarius cinsi tiirlerinde mikoviriis ¢esitliliginin

beklenenden daha fazla olabilecegini gostermektedir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Lactarius Cinsi Orneklerinin temin edilmesi

Tez ¢alismasi kapsaminda 2019-2023 yillar1 arasinda Tiirkiye’nin farkli belgelerinde
toplanan Lactarius cinsi iyelerine ait fungus Ornekleri olusturmaktadir. ANK

Herbaryumunda saklanmakta olan Lactarius cinsi iiyelerine ait 6rnekler kullanilmistir.

3.1.2 Morfolojik teshis calismalar:

Yapilan arazi ¢alismalar1 sonucunda bulunan taze Lactarius cinsi mantar 6rneklerinin tist
kisimlarinda olusabilecek mikoorganizma bulasisini 6nlemek amaciyla sirasiyla olmak
tizere once % 2’lik (W/V) Sodyum hipoklorit, (NaClO) ile 3 dakika ve ardindan %70’lik
etanol (C;H50H) ile 10 sn muamele edilmis ve sonrasinda 6rnekler distile su ile iyice
yikanmustir. Yikamast yapilan Ornekler mantar kurutma makinesine alinip 24 saat
boyunca 40.0 °C sicaklikta 1yice kurutulmustur. Kurutulan 6rneklerin hif, spor, bazidyum
gibi mikroskobik yapilarinin 6zellikleri not alinip bu yapilarin mikroskobik goriintiileri
elde edilmistir (bu goriintiiler i¢in mikroskopta; 10 x 10, 10 x 40 ve 10 x 100’ liik biiyiitme
Olciileri kullanilmistr). Mantarlarin tiim morfolojik teshisleri mevcut literatiir bilgileri g6z

oniinde bulundurularak yapilmistir.

3.2 Lactarius Cinsi Orneklerinin Molekiiler Teshislerinin Yapilmasi

3.2.1 Genomik DNA izolasyonu

Kurutulmus Lactarius cinsi mantar orneklerinden genomik DNA izolasyonunda son
derece verimli ve maliyeti oldukc¢a diisiik bir yontem olan CTAB ydnteminden
yararlanilmistir. (Rogers vd., 1994; Akata vd., 2019; Akata vd., 2020a; 2020b; Akata ve
Erdogdu, 2020; Altuntas vd., 2020).
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Bu yontem kapsaminda her bir 6rnek i¢in 1,5 mL hacminde ii¢ adet Eppendorf tiip
kullanilmistir. 11k olarak, ekstraksiyon icin yeterli miktarda drnek ilk tiipe aktarilmis ve
tizerine 1000 uL CTAB c¢ozeltisi eklenmistir. Karisim, homojen hale gelinceye kadar
yaklasik 3 dakika vortekslenmis ve ardindan 60 °C’de kuru 1sitic1 blokta 1 saat siireyle
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda 6rnekler oda sicakligma getirilmis ve
13000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij islemi sonrasinda iki faz olusumu
gozlenmistir: tist faz DNA’nin bulundugu sivi kisim, alt faz ise hiicresel kalintilarin
bulundugu ¢okelti kismudir. Ust fazdan yaklasik 600 uL alinarak yeni bir 1,5 mL’lik
Eppendorf tiipe aktarilmistir. Bu asamada 6rnege 200 pL kloroform eklenmis ve karisim
homojen hale gelinceye kadar vortekslenmistir. Ardindan tekrar 13000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edilmistir. Bu islem sonucunda ii¢ faz olusmustur: en iist faz DNA’y1 iceren sulu
faz, orta faz proteinlerin bulundugu beyaz kisim, en alt faz da diger organik maddelerin
(yag vb.) bulundugu kloroform fazidir. Ustte bulunan DNA fazi, orta faza temas
ettirilmeden dikkatlice 500 pL alinarak yeni bir tiipe aktarilmistir. DNA nin ¢oktiiriilmesi
amactyla, 6rnege esit hacimde (1:1 oraninda) soguk izopropil alkol eklenmis ve karigim
vorteks ile homojen hale getirilmistir. Tekrar 5 dakika santrifiij yapild1 ve bu asamada
1zopropil alkol varliginda genomik DNA’nin ependorf tiipiin dibinde peletlestigi goriiliir.
Pelete dokunmadan iistte kalan sivi kisim (siipernatant kisim) atildi. Artik olusan peleti
yikama asamasina gegilir. %70’lik ethanol ile 2 kez yikama yapildi. 1000ul %70’lik
ethanol peletin {izerine eklenip, tiip hafifce sallandi. Tekrar pelete dokunmadan tistteki
s1v1 ethanol (siipernatant kisim) atildi. Ikinci kez 1000ul %70’lik ethanol eklenip ikinci
yikama yapildi. Tipilin kapaklar1 agik bir sekilde 1-2 dakika 60 °C’deki kuru blokta
kurumaya birakildi. Bu asamanin sonunda ethanoliin tamamen uzaklastigindan emin
olunmalidir, ¢iinkii alkol ¢ok etkili bir PCR inhibitoriidiir. Aksi halde PCR gibi daha
sonraki deney asamalarinda kirlilik yaratip deneyi inhibe edebilir. Kuru bloktan alinan
her bir 6rnek basma 50ul molekiiler biyoloji ¢alismalar: igin yeterli kalitede olan su
eklenip pipetleme yapilarak peletin ¢6ziinmesi saglanmistir (kullanilan su miktar1 peletin
biiyiikliigiine gore degisebilir). DNA’nin iyice ¢dzlinebilmesi i¢in pipetleme sonrasi 5
dakika tekrar kuru blokta 60°C’de bekletilmistir. Genomik DNA izolasyonunun sematik
gosterimi Sekil 3.1'de verilmistir. Izole edilen genomik DNA 6rneklerinin miktarlar1 ve
saflik dereceleri NanoDrop Lite (Thermo Fisher Scientific) cihazinda spektrofotometrik

olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.1 CTAB yontemi kullanilarak fungal 6rneklerden DNA izolasyon siirecinin
asamal1 sematik gosterimi (BioRender programa ile ¢izilmistir)

3.2.2 Lactarius cinsi orneklerinin molekiiler teshisi icin ribozomal RNA icerisindeki
ITS gen bolgesinin PCR ile ¢ogaltilmasi ve niikleotit dizilerinin belirlenmesi

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), DNA nin belirli bir bolgesinin kisa siirede ve 6zgiil
olarak ¢ogaltilmasini saglayan temel bir molekiiler biyoloji yontemidir. Bu teknik, DNA
polimeraz enzimi araciligiryla hedef DNA dizisinin ¢ok sayida kopyasinin elde edilmesine
olanak tanir (Bartlett ve Stirling, 2003). Yiiksek duyarliligi sayesinde diisiikk miktarda
DNA igeren drneklerde dahi giivenilir sonuclar elde edilebilmekte ve bu nedenle rutin

laboratuvar ¢alismalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Kubista vd., 2006).
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PCR reaksiyonu ii¢ ana agsamadan olugsmaktadir: denatiirasyon, hibridizasyon ve uzama.
Denatiirasyon basamaginda cift sarmalli DNA yiiksek sicaklikta (~94-95 °C) tek
zincirlere ayrilmaktadir. Bunu takiben gelen hibridizasyon asamasinda sicaklik
disiiriilerek primerlerin hedef DNA dizisine baglanmasi saglanmaktadir. Uzama
asamasinda ise DNA polimeraz enzimi, primerlerin 3’ ucundan baglayarak yeni DNA
zincirini sentezlemektedir. Bu asama genellikle 72 °C’de gerceklesmekte olup, her
dongiide hedef DNA bolgesi ¢ogaltilmaktadir (Mullis ve Faloona, 1987). Ribozomal
DNA (rDNA) igerisinde yer alan Internal Transcribed Spacer (ITS) bolgeleri, 6karyotik
organizmalarda ribozomal RNA gen bolgesi arasinda bulunan ve yiiksek varyasyon
gosteren niikleotid dizileridir. ITS bolgesi, 18S (kiiciik alt birim), 5.8S ve 28S (biiyiik alt
birim) ribozomal RNA genleri arasinda konumlanmis olup, iki ayr1 degisken bdlgeden
olusmaktadir: ITS1 ve ITS2. Bu bolgeler, tiirler arasinda yiiksek diizeyde dizisel farklilik
gostermeleri nedeniyle molekiiler taksonomi ve filogenetik analizlerde yaygin olarak
kullanilan genetik belirtecler arasinda yer almaktadir (Kendall ve ark., Schoch ve ark.,

2012).

Mantarlar i¢in uygun bir molekiiler belirteci secilmesine yonelik yapilan kapsamli
caligmalar sonucunda, ITS bolgesinin en uygun genetik belirtegc oldugu ortaya
konulmustur. ITS bolgesi, genis mantar gruplarinda yiiksek amplifikasyon basarisi
gostermesi ve tiirler arasi ile tiir i¢i varyasyon arasinda belirgin bir fark sunmasi nedeniyle
en ylksek tanimlama basarisina sahip bolge olarak 6ne ¢ikmaktadir. Bu nedenle ITS
bolgesi, mantarlar i¢in birincil molekiiler belirteci olarak dnerilmistir (Schoch ve ark.,

2012).

Mantarlar i¢in evrensel olarak kabul gérmiis bir molekiiler belirtecinin bulunmamasi,
ozellikle ekolojik ve biyolojik cesitlilik ¢alismalarinda 6nemli bir kisit olugturmaktadir.
DNA barkodlama yaklagimi, dkaryotik organizmalarin tiir diizeyinde tanimlanabilmesi
icin belirli uzunlukta (yaklasik 500-800 bp) standart genetik bdlgelerin kullanilmasina

dayanmaktadir.

Mantar sistematiginde ITS bolgesinin kullanimi, 6zellikle makroskobik ve mikroskobik

karakterlerin yetersiz kaldig1 durumlarda biiyiikk 6nem tasimaktadir. Morfolojik olarak
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benzerlik gosteren ancak genetik olarak farkli olan tiirlerin ayirt edilmesinde ITS dizileri
kritik rol oynamaktadir. Bu durum, Ozellikle Lactarius gibi ektomikorizal mantar
gruplarinda daha da belirgin hale gelmektedir. Nitekim, Lactarius cinsine ait tlirlerin
molekiiler tanimlanmasinda ITS dizilerinin kullanilmasi, tiirler arasi iligkilerin ortaya

konulmasinda 6nemli katkilar saglamistir (Verbeken ve Nuytinck, 2013).

Ribozomal gen bolgeleri ile protein kodlayan genlerin karsilagtirildigi calismalarda,
ribozomal belirteclerin PCR amplifikasyonu agisindan daha az sorun olusturdugu
belirlenmistir. Ozellikle kiigiik alt birim (SSU) gen bdlgesi diisiik tiir ayirt ediciligi
gostermesi ve taksonlar arasinda en diisiik varyasyon miktarina sahip oldugu, biiyiik alt
birim (LSU) baz1 gruplarda yiiksek ¢oziiniirliik saglamasina ragmen, genel olarak ITS
bolgesi en hizli evrimlestigi ve en yiiksek varyasyonu gosterdigi belirlenmistir (Schoch

ve ark., 2012).

Bu calismada, Lactarius cinsi Orneklerin molekiiler tanimlanmasi ve filogenetik
iligkilerinin ortaya konulmasi amaciyla ITS bolgesi hedeflenmis ve PCR yontemi ile
cogaltilarak dizilenmistir. Elde edilen ITS dizileri, GenBank veri tabanindaki referans

diziler ile karsilagtirilarak tiir diizeyinde teshis ve filogenetik analizlerde kullanilmigtir.

CTAB yontemi ile Lactarius cinsi 6rneklerinden izole edilen genomik DNA 6rnekleri
kalip olarak kullanilarak molekiiler filogeni ¢alismalar i¢in (ITS) gen bdlgesi PCR ile
cogaltilmisti. PCR'da tepkimede istenmeyen primer dimerin olusumunu azaltmak

amaciyla hot start DNA polimeraz (Invitrogen) enzimi kullanilmistir.

PCR tepkimesi, 200 pl’lik polipropilen tiiplerde toplam 50 pl’lik hacimde
gerceklestirilmistir. Her bir mantar 6rnegi i¢in hazirlanan tepkime ¢ozeltisinin igerigi

Cizelge 3.1°de gosterilmistir. PCR 1s11 dongli basamaklari ¢izelge 3.2°te verilmistir.
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Cizelge 3.1 ITS PCR ¢ozeltisinin igerigi

Su 38 uL
Buffer (Tampon) 5ulL
dNTP 1 uL
Genomik DNA 1 uL
Primer ITS1: 5°- 1 uL
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’
Primer ITS4: 5°- 1 uL
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’
MgCl, 3uL
DNA polimeraz enzimi 0.25 ul

PCR 1s11 dongii kosullarinda istenmeyen primer dimeri olusumunu en az seviyede tutmak
i¢in “Inis” (Touchdown) yaklagimi kullanilmistir. Tepkimenin 1s1l dongii islemi MiniAmp

Plus Thermal Cycler (Applied Biosystems) cihazinda yapilmistir.

Cizelge 3.2 PCR Isi1l dongii basamaklari

Basamak Sicakhk Siire Aciklama Dongii
Sayisi

On 95 °C 2 dakika | DNA’nin tamamen ayrilmast 1

Denattirasyon

Denatiirasyon | 95 °C 30 saniye | Cift zincirin ayrilmasi 35

Baglanma 65-50 °C 15 saniye | Primerlerin  hedef bolgeye | 35
baglanmasi

Uzama 72 °C 1-2 DNA sentezi (ampikon | 35

dakika uzunluguna bagl)

Son Uzama 72 °C 7 dakika | Amplifiye edilen DNA | 1

fragmentlerinin  tam  olarak

uzatilmasi
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izole edilen genomik DNA &rneklerinin biitiinliigii, Sambrook vd. 1989°da tanimlanan
yontem dogrultusunda agaroz jel elektroforezi ile kontrol edilmistir. Elde edilen bant

profilleri incelenerek amplifikasyonun basarisi ve 6zgiilliigli degerlendirilmistir.

Agaroz jel elektroforezinde jel ve tank tamponu olarak Tris-borik asit-EDTA (TBE)
tamponu (3,03 g Tris-base (1 M), 185 mg EDTA (20 mM), 1,55 g borik asit (1 M), pH:
8,3) kullanilmustir. Jel, %1,75 agaroz konsantrasyonunda (0,61 g agaroz / 35 mL TBE)
hazirlanmistir. Elektroforez sirasinda, elektrotlar arasindaki her 1 cm mesafe i¢in yaklagik
5 volt gerilim uygulanmistir. DNA 6rnekleri Safe-Green boyasi ile boyanarak mavi 151k
transilliiminatér ~ altinda  goriintiilenmistir.  DNA  bantlarinin  biiytikliiklerinin
belirlenmesinde GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific)
kullanilmistir. Her bir kuyucuga 7 pL PCR iiriinii ile 0,5 pL yiikleme boyasi karistirilarak
yiikleme yapilmistir.

Tek ve net bant veren PCR {iriinleri, dizi analizi 6ncesinde GeneJET PCR Purification Kit
(Thermo Fisher Scientific) kullanilarak saflastirilmistir. Saflagtirma islemleri iiretici
firmanin 6nerdigi protokole uygun sekilde gergeklestirilmistir. Elde edilen amplikonlarin
miktarlart ve saflik dereceleri, NanoDrop Lite (Thermo Fisher Scientific) cihazi ile

Olciilmiis ve dizileme i¢in uygun hale getirilmistir.

Dizileme asamasinda, PCR reaksiyonunda kullanilan primerler sekans primeri olarak
kullanilmistir. Amplikonlarin niikleotit dizileri Sanger dideoksi zincir sonlandirma

yontemi ile belirlenmis olup, analizler dis hizmet alim1 yoluyla gerceklestirilmistir.

3.2.3 PCR ile ¢ogaltilan dizilerin molekiiler teshisi icin BLASTn kullanilmasi ve
filogenetik analizlerin yapilmasi

PCR islemi sonrasinda elde edilen amplikon dizileri, tiir teshisi amactyla 6ncelikle NCBI
veri tabaninda yer alan NCBI’1n Nucleotide BLAST (Basic Local Alignmet Search Tool)
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) araci kullanilarak analiz edilmistir. Bu analizler
kapsaminda, elde edilen diziler GenBank veri tabaninda daha 6nce tanimlanmis niikleotit

dizileri ile karsilastirilmis ve en yiiksek benzerlik oranina sahip kayitlar belirlenmistir.
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Molekiiler tiir teshisinde, 6zellikle yiiksek yiizde benzerlik gosteren dizilere ait tiirler

dikkate alinarak degerlendirme yapilmistir.

Dizileme sonucunda elde edilen kromatogram dosyalari, SnapGene Viewer 6.1.2 yazilimi
kullanilarak incelenmis ve dizilerin okuma kaliteleri kontrol edilmistir. Diisiik kaliteli
bolgeler ayiklanarak giivenilir niikleotit dizileri elde edilmis, ardindan yiiksek kaliteye
sahip diziler BLASTn analizi i¢in kullanilmistir. Bu siire¢ sayesinde, Lactarius cinsi
orneklerinin molekiiler diizeyde hangi tiirlere daha yakin oldugu belirlenmistir. BLASTn
analizi, tiir teshisi ve genetik benzerliklerin degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilan

giivenilir bir yontemdir.

Lactarius cinsi 0rneklerinin molekiiler tanimlamasini daha saglam temellere oturtmak
amaciyla, BLASTn sonuglar1 filogenetik analizlerle desteklenmistir. Bu kapsamda,
GenBank veri tabaninda yer alan ve analiz edilen diziler ile yiiksek benzerlik gdsteren
tiirlere ait diziler i¢ grup olarak secilmistir. Ayrica, Russulaceae familyasi igerisinde yer
alan ancak hedef diziler ile diisiik benzerlik gdosteren uzak akraba tiirlere ait diziler dig

grup olarak belirlenmistir.

Filogenetik analizlerde, oncelikle elde edilen niikleotit dizileri MEGAI11 yazilim1
(Tamura vd., 2021) kullanilarak ClustalW algoritmasi ile hizalanmistir. Ardindan, veri
setine en uygun niikleotit yer degisim (substitution) modeli belirlenmis ve Neighbor-
Joining (NJ) yontemi kullanilarak filogenetik agaglar olusturulmustur. Agaglarin

giivenilirligi, 1000 tekrar igeren bootstrap analizi ile test edilmistir.

Elde edilen filogenetik agaglar degerlendirilirken, Lactarius 6rneklerine ait dizilerin i¢
gruptaki referans diziler ile olusturdugu kiimelenme durumu dikkate alinmistir. Ayrica,
BLASTn analizinde elde edilen dizi benzerlik oranlar ile filogenetik yerlesim birlikte
yorumlanarak tiir teshisi gerceklestirilmistir. Bu yaklasim, molekiiler verilerin daha
giivenilir bir sekilde yorumlanmasma ve tiir tayininin dogrulanmasina katki

saglamaktadir.

28



3.2.4 Lactarius Cinsi Orneklerinden Viral Cift Iplik¢ikli RNA (dsRNA)
Ekstraksiyonu

Lactarius cinsi mantar 6rneklerinden viral ¢ift iplikgi RNA (dsRNA) izolasyonunda,
seliiloz kolonlara dayali kati1 faz ekstraksiyon prensibine gore ¢alisan manuel bir protokol
kullanilmistir. Bu amagla, 6nceden 6giitiilerek toz haline getirilmis yaklasik 30-35 mg
kurutulmus mantar 6rnegi kullanilmistir. Sigma Seliiloz Type 101 protokoliinde 6ncelikle
seliiloz kolonlar hazirlanmistir. Toplama tiipii, spin kolon ve membran sirastyla i¢ ige
konulmustur. Bu asamanin ardinda membranin iizerine Thermo Scientific Sigma
Seliilozdan 0,6 gr eklenerek spin kolonlar hazirlanmistir. Burada fazla seliiloz eklenirse
sonraki asamalarda RNA’y1 ayirmak zorlasir. Ornek basina 3 adet 1,5 ul’lik ependorf tiip
¢ikartlmistir. Birinci ependorf tiipe bir spatiil kadar 6giitiilmiis mantar 6rnegi koyulup,
tizerine 100ul CTAB eklenmistir. (Burada CTAB ‘pre-buffer’ olarak kullanilir.) Kisa bir
vorteks yapilmistir. Ornek ve CTAB’m iyice karismasi saglanir. Bu asamanim ardindan
orneklerin iizerine 1000ul total RNA ekstraksiyonlarinda kullanilan Trizol
(ThermoFisher) ticari lizis tamponundan eklenmistir. Iyice karisana kadar 3 dakika siire
ile vorteks yapilmistir. Tiim 6rnegin lizis buffer’a (trizol) alinmasi ig¢in, 1yi karigmasi
oldukca onemlidir. 5 dakika beklenir bu siirede DNA parcalarinin ayrilmas: saglanir.
Orneklerin iizerine 200 pl kloroform eklenmistir. Iyice karisana kadar vorteks yapilmistir
ve 5dakika rak iizerinde beklemeye alinmistir. Faz ayrimi bu asamada da goriilebilir.
Beklemenin ardindan 10 dakika santrifiij yapilmistir. Bu asamada artik net olarak gozle
goriliir bir faz ayrimi meydana gelmistir (3 faz). En listte, DNA nin bulundugu faz yeni
bir ependorf tiipe aktarilir (500ul). Ornegin iizerine 100ul %100°liik etanol eklenip iyice
karisana kadar vorteks yapilmistir. Spin kolonlar1 aktiflestirmek i¢in, 600ul yikama
tamponu (Cizelge 3.3) seliiloz membranin {izerine eklenip 1 dakika santrifiij yapilmistir.
Santrifiij sonunda toplama tiipiindeki s1v1 uzaklastirilmstir. Ikinci kez seliiloz membran
tizerine 600ul yikama tamponu eklenerek tekrar 1 dakika santrifiij yapilmistir. Tekrar
toplama tiipiindeki sivi atilir. Aktiflestirme isleminin ardindan 6rnegin hepsi seliiloz
membran iizerine eklenip 1 dakika santrifiij yapilmistir. Toplama tiiplindeki sivi
uzaklastirilmistir. Sonraki agsama seliiloz membrana tutunan 6rnegin yikama tamponu ile
2 kez yikanmasidir. Bunun i¢in, membran iizerine 600ul yikama tamponu eklenip, 1
dakika santrifiij yapilmistir. Toplama tiipiine inen sivi uzaklastirilir. Tekrar seliiloz

membran iizerine 600 pl yikama tamponu eklenerek 1 dakika santrifiij yapilmistir.
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Toplama tiipiine inen sivi uzaklastirilir ve son kez bos olarak 1 dakika santrifiij
yapilmistir. Sonraki agsamada DNA’lar, seliilloz membrandan ayirilmistir. Bu igslem igin
spin kolonlar yeni ependorf tiiplere alinmistir. Membranin tam ortasina gelecek sekilde
her bir spin kolona 35l eliisyon tamponu (Cizelge 3.1) eklenmistir. Tiipler 1 dakika oda
sicakliginda bekletilmis ve ardindan 1 dakika ayni hizda santrifiij yapilmistir. Santrifiij
sonunda ependorf tiipe inen s1v1 biraz pipetlenip tekrar membran {izerine birakilmigtir.
Ardindan son kez 1 dakika 13000 rpm'de santrifiijlenmistir. Santrifiij islemi sonrasinda
tiipte biriken s1v1 pipetlenerek bir kez daha membrana eklenmis ve 1 dakika 13000 rpm'de
santrifiijlenmistir. Lactarius cinsi 6rneklerindrn viral dSRNA ekstraksiyonunun sematik

gosterimi Sekil 3.2'te verilmistir.

Cizelge 3.3 dsRNA ekstraksiyonunda kullanilan tamponlarin igerikleri

Yikama Tamponu Eliisyon Tamponu 2X STE Tamponu

25 mL 2X STE tamponu 500 pl 2X STE tamponu 606 mg Tris (0,1 M)

25 mL %34 EtOH 500 pl dH20 584 mg NaCl (0,2 M)
29 mg EDTA 2mM)
325 mL HCI (%37)

Lactarius cinsi drneklerinden dsRNA izolasyonu
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Sekil 3.2 Lactarius cinsi tilirlerinden viral dsRNA ekstraksiyonunun sematik gosterimi
(BioRender programu ile ¢izilmistir)
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3.2.5 Viral dsRNA iceriklerinin elektroforetik olarak belirlenmesi

dsRNA taramasi kapsaminda %0,65°lik agaroz jel hazirlanmistir (0,23 g agaroz / 35 mL
TBE tamponu). Elde edilen dsRNA ekstraktlari, agaroz jel elektroforezi yontemi ile
analiz edilerek bant profilleri ve yaklagik biiyiikliikleri belirlenmistir. Agaroz jel
elektroforezi islemi, Sambrook ve ark. (1989) tarafindan tanimlanan standart protokole
uygun olarak gergeklestirilmistir. Elektroforez sirasinda her kuyucuga 20 pL. dsRNA
ornegi ile 4 uL yiikleme boyasi karistirilarak yiiklenmistir. Jel ve kosma tamponu olarak
TBE tamponu kullanilmistir. Elektroforez kosullari, elektrotlar arasindaki mesafe dikkate

alinarak santimetre basina 5 Volt olacak sekilde ayarlanmstur.

Elektroforez sonrasi dsRNA bantlarinin goriintiilenmesinde Safe-Green interkalator
boyast ve mavi 151k transilliminatér kullanilmistir. Bantlarin yaklasik biiytikliiklerinin
belirlenmesi amaciyla GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific)

molekiiler agirlik belirteci kullanilmistir.

3.2.6 Tanimlanan dsRNA segmentlerinin cDNA'ya cevrilmesi ve rPCR tepkimesi

Agaroz jel elektroforezi ile dsRNA varligi tespit edilen Ornekler, Primer—dN6 (5°-
CCTGAATTCGGATCCTCCNNNNNN-3") oligoniikleotit primeri kullanilarak ters
transkripsiyon ile tamamlayict DNA’ya (cDNA) doniistiiriilmiistiir. cDNA sentezi, High-
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems) kullanilarak
gerceklestirilmistir. ¢cDNA sentezi i¢in, 200 pL’lik polipropilen tiiplerde 11 uL dsRNA
ornegi, 2 pL. AN6 primer ve 2 puL dimetilsiilfoksit (DMSO) karistirilmistir. Karigim,
dsRNA’nin denatiirasyonu amaciyla 99 °C’de 2 dakika inkiibe edilmis ve ardindan buz
tizerinde 1,5 dakika bekletilmistir. Sonrasinda tiiplere 2 uL ANTP, 2 pL enzim tepkime
tamponu (10x) ve 1 pL ters transkriptaz enzimi eklenmis ve karistm homojen hale
getirilmistir. Ters transkripsiyon reaksiyonu 25 °C’de 10 dakika ve 37 °C’de 2 saat inkiibe
edilerek gerceklestirilmis, ardindan 85 ©°C’de 5 dakika bekletilerek reaksiyon
sonlandirilmistir. Elde edilen cDNA o6rnekleri, rastgele polimeraz zincir reaksiyonu
(rPCR) yontemi ile ¢ogaltilmistir (Darissa vd. 2010; Sahin ve Akata 2019; Sahin vd.
2020; Akata vd. 2023a). rPCR i¢in DNA polimeraz enzimi olarak Taq DNA Polimeraz
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(Invitrogen) kullanilmistir ve tepkime polipropilen tiiplerde toplam 50 pl’lik hacimde
gerceklestirilmistir. Reaksiyon karigimi; 5 pL Taq polimeraz tamponu (10x), 3 uL rPCR
primer (5'-CCTGAATTCGGATCCTCC-3"), 3 uL MgClz (50 mM), 1 pL dNTP karigimi,
1 uL cDNA kalibi, 0,25 pLL Tag DNA polimeraz enzimi ve toplam hacmi 50 ul’ye
tamamlayacak kadar niikleazlardan arindirilmis dH>O ig¢ermistir. PCR amplifikasyonu,
MiniAmp Plus Thermal Cycler (Applied Biosystems) cihazinda gerceklestirilmistir.
Termal dongii kosullari; baglangigta 95 °C’de 5 dakika denatiirasyon, ardindan 35 dongii
boyunca 94 °C’de 18 saniye denatiirasyon, 52 °C’de 15 saniye baglanma ve 72 °C’de 40
saniye uzama seklinde uygulanmistir. Reaksiyon, 72 °C’de 5 dakika son uzama asamasi
ile tamamlanmistir. Tepkimenin 1s1l dongii islemi MiniAmp Plus Thermal Cycler
(Applied Biosystems) cihazinda yapilmisti. PCR sonunda elde edilen amplikonlar,
yontem 3.2.5’te belirtildigi gibi agaroz jel elektroforezi ile analiz edilmistir ve kalitesi
belirlenmis amplikonlar dizi analizi i¢in GeneJET PCR Purification Kit (Thermo Fisher
Scientific) kullanilarak saflagtirilmigtir. Yikanan amplikonlarin saflik dereceleri ve
miktarlari, spektrofotometre (NanoDrop Lite) cihazinda 6l¢ililmiis ve yeni nesil dizileme

(NGS) i¢in uygun hale getirilmistir.

3.2.7 Ham NGS verilerinin de novo birlestirme yaklasim ile olusturulmasi ve
degerlendirilmesi

Yeni nesil dizileme (NGS) sonucunda elde edilen ham okumalar, viral genom dizilerinin
elde edilmesi amaciyla de novo (yeni bastan) birlestirme yaklasimi kullanilarak analiz
edilmistir. Bu analizler, CLC Genomics Workbench yazilimmin 20.0.4 siirlimii
kullanilarak gercgeklestirilmistir. Birlestirme islemi sirasinda kullanilan parametreler;
otomatik eslestirilmis uzaklik tahmini (paired distance estimation), kelime biiytikligi
(word size) 26, kabarcik bliytikliigli (bubble size) 50 ve minimum contig uzunlugu 200
niikleotit olacak sekilde ayarlanmistir. De novo birlestirme sonucunda elde edilen
contigler ve bunlara karsilik gelen amino asit dizileri, viriis ile iliskili sekanslarin
belirlenmesi amaciyla y1gin (batch) BLASTx ve BLASTp analizlerine tabi tutulmustur.
Bu analizlerde, eslesme degeri (e-degeri < 1) olan contigler potansiyel viral sekanslar
olarak degerlendirilmistir. Son asamada, wvirlis ile iligkili contiglerdeki protein
bolgelerinin tanimlanmasi amaciyla NCBI Korunmus Bolge Veri Tabani (Conserved

Domain Database, CDD) kullanilmistir. Bu analizler sonucunda, 6zellikle RNA-bagiml
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RNA polimeraz (RdRp) ve kapsid proteini (CP) gibi viral proteinlere ait korunmus

bolgeler belirlenmistir.

3.2.8 Tanimlanan dsRNA Segmentlerinin 5’ ve 3’ U¢ (Terminal) Bolgelerinin RACE
(Rapid Amplification of cDNA Ends) Yontemi ile Cogaltilmas1 ve Sanger
Dideoksi Zincir Sonlanmasi Yontemi ile Dizilerinin Belirlenmesi

Viral dsRNA molekiillerinin terminal bdlgelerinin dizilerinin belirlenmesi amaciyla,
molekiillerin 3" uclarina T4 RNA ligaz enzimi (New England Biolabs) kullanilarak 5’
ucundan fosfatlanmis ve 3’ ucundan amin grubu ile bloke edilmis RLO (5P-
CATGGTGGCGACCGGTAG-NH:-3") oligoniikleotit adaptorii ligasyon yoluyla
eklenmistir (Darissa vd., 2010; Sahin ve Akata, 2019; Sahin vd., 2020). Bu islem i¢in 200
uL’lik polipropilen tiipler igerisinde 20 pmol dsRNA (en fazla 10 pL igerisinde), 20 pl
PEG 8000 (%50), 2 ul RLO primer (120 pmol), 5 pL 10x T4 RNA Ligaz tamponu, son
konsantrasyonu 1mM olacak sekilde 5 ul ATP, 4 ul DMSO (%10), 1 uL RNaz inhibitorii
ve 2 pL 20 tnite T4 RNA Ligaz enzimi ile karistirllmig ve son hacim RNazlardan
arindirilmis dH>O ile 50 pL’ye tamamlanmistir. Ligasyon tepkimesi 37 °C’de 10 saat
inkiibasyon ile gerceklestirilmistir. Ligasyon sonrasinda ortamda bulunan fazla
oligoniikleotitler, GeneJET Gel Extraction and DNA Clean-Up Micro Kit (Thermo
Scientific) kullanilarak uzaklastirilmistir. Ardindan, 3’ uclarindan etiketlenmis dsRNA
molekiillerinden, Moloney Murine Leukemia Viriisiiniin (M-MuLV) ters transkriptaz
enzimi (Thermo Fisher Scientific) kullanilarak tamamlayict DNA (cDNA)
sentezlenmistir. cDNA sentezi, Thermo Scientific Maxima First Strand cDNA Synthesis
Kit kullanilarak, dsSRNA’nin 3’ uglarinda bulunan etiketlere komplementer olan RTP (5'-
CTACCGGTCGCCACCATG-3") oligoniikleotit primeri kullanilarak yontem 3.2.6’da
belirtildigi gibi yapilmistir. Bu asamada, standart protokolden farkli olarak 25 °C’de 10
dakika inkiibasyon basamagi uygulanmamistir. RACE-PCR analizlerinde kullanilmak
lizere sekans spesifik primerler, Primer3 (versiyon 4.1.0) ¢evrimigi aract kullanilarak
tasarlanmistir. cDNA sentezi sonrasi elde edilen iirtinlerden 1 pL alinarak, RTP primeri
ve hedef sekanslara 6zgili olarak tasarlanmis primerler (5' ug i¢in geri primer, 3’ uc¢ igin
ileri primer) kullanilarak PCR amplifikasyonu gergeklestirilmis ve bdylece dsRNA
segmentlerinin 5’ ve 3’ terminal bolgeleri ¢ogaltilmistir. Primerlerin erime sicakliklari

(Tm), NEB Tm Calculator (https://tmcalculator.neb.com/#!/main) c¢evrimi¢i araci
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kullanilarak belirlenmistir. PCR, 200 pl’lik polipropilen tiiplerde toplam 50 pl’lik
hacimde gerceklestirilmistir. Her tiip, 3 pl MgCl> (50 mM), 1ul ANTP, 5 ul Tag DNA
polimeraz tamponu (10x), 1 ul RTP: 5'-CTACCGGTCGCCACCATG-3', 1 ul sekans
spesifik primer, 1 ul cDNA, 0.25 pl Taqg DNA polimeraz enzimi ve 50 pl’ye
tamamlayacak kadar niikleazlardan arindirilmis dH>O i¢ermistir. PCR amplifikasyonu
sonrasi elde edilen iirlinler, yontem 3.2.5’te belirtildigi iizere agaroz jel elektroforezi ile
dogrulanip Sanger dideoksi zincir sonlanma yontemi ile dizilerinin belirlenmesi iizere
yikanmistir. Yikanan amplikonlarin safliklar1 ve miktarlar1 NanoDrop Lite (Thermo
Fisher Scientific) cihazinda spektrofotometrik olarak Olglilmiistiir.  Dizilerin
belirlenmesinde sekans primerleri olarak RACE asamasinda kullanilan primer giftleri

kullanilmistir. Sanger DNA dizi analizi disaridan hizmet alimi ile gerceklestirilmistir.

3.2.9 TA klonlama yonteminin uygulanmasi

RACE PCR sonrasinda gerceklestirilen agaroz jel elektroforezi degerlendirmelerinde
belirgin tek bant vermeyen amplikonlarin dizilenebilmesi amaciyla TA klonlama yontemi

uygulanmigtir.

TA klonlama agamasinda vektor olarak pGEM-T Easy plazmit vektorii (Promega) tercih
edilmistir. Bu vektor, lacZ (beta-galaktozidaz) genini igermekte olup, girdi DNA’nin
vektore eklenip eklenmemesine bagh olarak, transformasyon sonrasinda X-Gal igeren
besiyerinde olusan kolonilerin mavi veya beyaz renk gostermesini saglamaktadir. Bu

ozellik sayesinde pozitif klonlarin se¢imi kolaylikla yapilabilmektedir.

Ligasyon agsamasinda; 1 pL pGEM-T Easy vektort, yaklasik 0,6 pmol PCR {iriinii (1 pL),
2X ligasyon tamponu (5 pL) ve 1 uL T4 DNA ligaz enzimi 200 pL’lik propilen tiipe

eklenmis ve toplam hacim niikleazlardan arindirilmis dH20O ile 10 pL’ye tamamlanmaistir.

Ligasyon reaksiyonu 22 °C’de 1,5 saat inkiibe edilmis ve kullanilmadan 6nce 4 °C’de
yaklasik 10—12 saat bekletilmistir. Ligasyon islemi tamamlandiktan sonra yaklasik 1 pL

ligasyon iirlinii, kimyasal olarak kompetent hale getirilmis ve mavi/beyaz koloni se¢imine
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uygun olan Escherichia coli dH5a susuna transformasyon yoluyla aktarilmistir. E. coli
dHS5a hiicrelerinin kompetent hale getirilmesi ve transformasyon islemleri Chung vd.

(1989) tarafindan tanimlanan yonteme gore gerceklestirilmistir.

Bu yontemde kullanilan transformasyon ve saklama ¢ozeltisi (TSS), steril LB sivi
besiyeri (10g/L tripton, 10g/L NaCl ve 5g/LL maya ekstrakti) igerisine son
konsantrasyonlari sirastyla 5 g PEG 6000, 2.5mL DMSO ile birlikte, 50 mM olacak
sekilde MgCl. ve MgSOa eklenerek hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozelti 0,22 um por ¢apli

membran filtreden gecirilerek steril edilmis ve -20 °C’de saklanmistir.

E. coli dH50 susunun kompetent hale getirilmesi ve transformasyonu sirasinda su

adimlar izlenmistir:

1- Aktif E. coli dH5a kiiltiirii steril LB besiyerine ekilmis ve 30 °C’de OD600 degeri 0,3—
0,5 olana kadar inkiibe edilmistir. 2-Kiiltiir, 4 °C’de 1000 rpm’de 10 dakika santrifiij
edilmistir. 3- Olusan bakteri peleti, kiiltiir hacminin 1/10’u kadar TSS ¢ozeltisi ile
siispanse edilmis ve 30 dakika buz iizerinde bekletilerek kompetent hale getirilmistir.4- 3
uL plazmit, 1,5 mL’lik steril tiiplere alinmis ve tizerine 100 pL kompetent hiicre
eklenerek 30—60 dakika buz lizerinde inkiibe edilmistir. 5- Ardindan tiipler 42 °C’de 90
saniye bekletilerek 1s1 soku uygulanmistir. 6- Is1 soku sonras: tiipler tekrar buz iizerine
aliarak 1-2 dakika bekletilmistir. 7- Daha sonra hiicrelere %1 glikoz iceren 900 uL LB
besiyeri eklenmis ve 37 °C’de 45-60 dakika inkiibe edilmistir. 8- Inkiibasyon sonrasinda
yaklasik 200 pL bakteri stispansiyonu, 100 pg/mL ampisilin ve 40 pL X-Gal iceren LB
agar besiyerine yayilmis ve plaklar 37 °C’de 16 saat, ardindan 4 °C’de 10 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonucunda, girdi DNA’y1 iceren rekombinant koloniler lacZ
geninin inaktif olmasi nedeniyle beyaz renkte, girdi igermeyen koloniler ise lacZ geninin
aktif olmasi1 sonucu X-Gal’in parcalanmasiyla mavi renkte gézlemlenmistir. Beyaz renkli
(pozitif) kolonilerden 20-25 tanesi segilerek, girdi DNA’nin varhigi ve yaklasik
bliylikligliniin dogrulanmas1 amaciyla vektor iizerinde insertin her iki yaninda bulunan
M13F (5-GTAAAACGACGGCCAGT-3") ve M13R (5’-CAGGAAACAGCTATGAC-
3’) primerleri kullanilarak koloni PCR yapilmistir. Koloni PCR’da kalip DNA yerine,

steril pipet ucu ile kolonilere temas edilerek alinan bakteri 6rnekleri kullanilmistir.
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Reaksiyonlar 200 uL’lik polipropilen tiiplerde toplam 50 pL hacimde hazirlanmigtir. Her
bir tiip; 5 L Taq DNA polimeraz tamponu, 3 uL MgClz (50 mM), 1’er uL M13F ve
MI13R primerleri, 1 pL ANTP karisimi, 0,25 pL Taq DNA polimeraz enzimi, bakteri
ornegi ve toplam hacmi 50 pL’ye tamamlayacak sekilde niikleazlardan arindirilmis dH-O

icermektedir.

Girdi DNA’nin (dsRNA dizisine ait cDNA) varlig1 ve yaklagik biiyilikliigli dogrulandiktan
sonra, sec¢ilen koloniler (20-25 adet) ampisilin igeren LB si1v1 besiyerinde ¢ogaltilmis ve
hedef DNA dizisinin belirlenebilmesi amaciyla plazmit vektér izolasyonu
gerceklestirilmistir.  Plazmit izolasyonunda WizPrep Plasmid DNA Mini Kit

(Wizbiosolutions) kullanilmistir.

Secilen plazmit vektorlerde bulunan dsRNA dizisine ait cDNA’nin niikleotit dizisi,
Sanger dideoksi zincir sonlandirma yontemi kullanilarak belirlenmistir. Dizileme
islemlerinde, koloni PCR asamasinda kullanilan M13F ve MI13R primerleri sekans
primeri olarak kullanilmistir. Sanger DNA dizi analizi dis hizmet alimi1 yoluyla

gerceklestirilmistir.

3.2.10 Elde edilen dsRNA viral genom dizilerinin birlestirilmesi ve tamamlanmasi

NGS analizleri sonucunda elde edilen contig dizileri, rPCR, RACE ve TA klonlama
yontemleri ile elde edilen dizilerle birlestirilerek dsSRNA viriis genomlarina ait tam dizi
bilgisi elde edilmistir. Dizi birlestirme dizi birlestirme sirasinda ortaya c¢ikan eksik
bolgeler, sekansa 6zgiil oligoniikleotit primerler kullanilarak, yontem 3.2.8’da belirtildigi
sekilde PCR ile cogaltilmistir. Elde edilen {iriinlerin dizilenmesi ile eksik bdlgeler
tamamlanmis ve boylece viral genomlarin tam uzunluktaki dizi organizasyonu

olusturulmustur.
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3.2.11 Tiim viral genomlara ait dsRNA dizilerinin biyoinformatik ve filogenetik
olarak analiz edilmesi

Elde edilen dsRNA genom dizilerinde protein kodlayan agik okuma cergeveleri
(ORF’ler), NCBI ORFfinder kullanilarak belirlenmistir. Tanimlanan ORF’lere ek olarak,
viral genomlarin 5" ve 3’ uglarinda yer alan ve translasyonu ger¢eklesmeyen bolgeler
(untranslated regions, UTR) analiz edilmistir. Bu bolgelerin, 6zellikle RNA stabilitesi,
replikasyon ve paketlenme (enkapsidasyon) siireclerinde rol oynayan cis-aktif elementler

icerdigi bilinmektedir.

Segmentli genom yapisina sahip partitiviriislerde (genellikle bipartit dSRNA virtisler),
UTR bolgeleri yiliksek derecede korunmus diziler igcerebilmektedir. Bu nedenle, ¢oklu
enfeksiyon durumlarinda farkli genom segmentlerinin dogru sekilde eslestirilmesinde

UTR dizilerinin benzerlikleri 6nemli bir kriter olarak kullanilmaktadir.

Elde edilen dsRNA dizilerinin filogenetik analizleri hem niikleotit dizileri hem de
kodladiklar1 proteinlerin (6zellikle RNA-bagimli RNA polimeraz, RdRp ve kapsid
proteini, CP) amino asit diziler1 temel alinarak MEGA11 yazilimi1 kullanilarak
gergeklestirilmistir (Tamura vd., 2021). Filogenetik analiz 6ncesinde, dizilerin benzerlik

iligkilerini belirlemek amaciyla BLASTn ve BLASTp analizleri yapilmistir.

BLAST analizleri sonucunda, GenBank veri tabaninda yer alan ve analiz edilen dizilerle
en yliksek benzerligi gosteren viral sekanslar filogenetik analizlerde i¢ grup olarak
secilmistir. Buna karsilik, daha diisiik benzerlik gosteren ancak ayni veya yakin

familyalara ait diziler dis grup olarak belirlenmistir.

Filogenetik agaglarin olusturulmasinda Neighbor-Joining (NJ) algoritmasi ve 1000 tekrar
bootstrap analizi kullanilmistir. Ayrica, amino asit dizileri i¢in en uygun evrimsel modelin
belirlenmesinde MEGAI11 yaziliminin “en iyi protein modeli se¢imi” modiiliinden

yararlanilmastir.
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Elde edilen filogenetik agaclarda, analiz edilen viral dizilerin konumlari, ilgili referans
sekanslarla olan kiimelenme durumlarina gore degerlendirilmistir. Bu degerlendirme
sonucunda, dizilerin mevcut tiirler ile ayn1 klad igerisinde yer alip almadig1 veya ayr1 bir
filogenetik grup olusturup olusturmadigi dikkate almarak taksonomik konumlari

yorumlanmustir.

Partitiviridae tamilyasinda tiir ve cins ayrimi, tek bir sabit dizi benzerlik esik degerine
dayanmayip; filogenetik iliskiler, genom organizasyonu ve Ozellikle RARp amino asit
dizisi benzerligi gibi c¢oklu kriterlere gore belirlenmektedir. Genel olarak, RdRp
dizilerinde yaklasik %90’1in altindaki amino asit benzerlikleri farkli tiirleri isaret
edebilmekte, ancak bu sinir familya i¢indeki farkli cinsler ve gruplar arasinda degiskenlik

gosterebilmektedir (Vainio vd., 2018; ICTV).

Buna ek olarak, partitiviriislerde genom segment sayisi (cogunlukla iki segment: RdRp
ve CP), kapsid protein dizilerinin benzerligi ve konak organizma ozellikleri de
taksonomik siniflandirmada 6nemli kriterler arasinda yer almaktadir. Bu g¢aligmada
tanimlanan viral dizilerin tlir, sus veya varyant dilizeyindeki konumlarinin
belirlenmesinde, Partitiviridae familyasi i¢in tanimlanmis olan bu ¢ok yonlii kriterler

birlikte degerlendirilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Lactarius Cinsi Orneklerinin Temin Edilmesi Ve Detayh Bilgileri

Bu tez calismas1 kapsaminda, arazi calismalarinda toplanan ve Ankara Universitesi
Biyoloji Boliimii Fungaryum’unda muhataza edilen 6rnekler olmak iizere, toplam 23 adet
Lactarius cinsine ait ornekle ¢alisilmistir. Lactarius cinsine ait 6rneklerin cins ve tiir
teshisleri, dSRNA taramalar1 ve filogenetik analizleri yapilmis ve taranan mantarlar
arasinda yer alan Lactarius mediterraneensis’te bulunan bir viriisiin tlim genomu ortaya

¢ikarilmstir.

Sekil 4.1 ANK Akata & Kaliyeva 007 numarali Lactarius mediterraneensis 6rnegine ait
basidyokarp

4.2 Lactarius Cinsi Orneklerinin Molekiiler Teshisi

ANK Herbaryumu’nda bulunan ve arazi ¢alismalart sonucunda elde edilen mantar
ornekleri, morfolojik 6zelliklerine gore teshis edilmistir. Morfolojik teshise ek olarak,
orneklerin ¢alisilan cinse ve tiirlere ait oldugunun dogrulanmasi amaciyla toplam 32
Lactarius cinsi mantar 6rnegi lizerinde molekiiler teshis ¢alismalari gergeklestirilmistir.
Bu kapsamda oncelikle genomik DNA izolasyonu yapilmis ve elde edilen DNA

orneklerinin miktar ve safliklar1 spektrofotometrik yontemlerle degerlendirilmistir.
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Genomik DNA’lar1 elde edilen izolatlardan PCR amplifikasyonu gergeklestirilmis ve
elde edilen tirtinler agaroz jel elektroforezi ile analiz edilmistir. Elektroforez sonucunda
hedef bolgelere ait bant olusumlar1 gozlenmistir. Elde edilen bant profilleri Sekil 4.2°de

verilmistir.
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Sekil 4.2 32 adet Lactarius cinsi 6rnegine ait ITS PCR sonrasi agaroz jel goriintiileri (M:
100 bp DNA belirteci)

4.3 DNA dizi analizi sonuclar

Mantar tiirlerinin molekiiler tanimlanmasinda yaygin olarak kullanilan ITS (Internal
Transcribed Spacer) bolgesi, tiir diizeyinde ayrim i¢in en giivenilir genetik belirteglerden
biri olarak kabul edilmektedir. Ancak, tiir stnirlarinin yalnizea yiizde (%) dizi benzerligi
esik degerlerine dayanarak belirlenmesi her zaman miimkiin degildir. Hawksworth ve
Liicking (2017), tiirler arasinda sabit bir benzerlik esik degerinin bulunmadigim ve
genetik farklilagmanin, ilgili taksonlarin evrimsel ge¢misi ve ¢esitlenme diizeyi ile

dogrudan iliskili oldugunu belirtmistir.

Bu baglamda, ITS1-5.8S-ITS2 rDNA bolgesi icin genel kabul goren tir sinirlar
cogunlukla %98-99 benzerlik araliginda olmakla birlikte, bu esik degerin farklt mantar
gruplarinda degiskenlik gosterebildigi bildirilmektedir (Hawksworth ve Liicking, 2017.,
Bonito vd., 2010, Liicking vd., 2020). Ornegin, bazi taksonlarda %97 benzerlik dahi farkli
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tirleri ayirt etmek igin yeterli olabilirken, yakin akraba tiir komplekslerinde %99’un
tizerindeki benzerlik degerleri bile tiir ayriminda yetersiz kalabilmektedir. Bu durum,

Ozellikle kriptik tiirlerin bulundugu gruplarda daha belirgin hale gelmektedir.

Dolayistyla, tiir tanimlamalarinda yalnizca BLASTn analizlerinden elde edilen yiizde
benzerlik degerlerine dayanmak yerine, filogenetik analizler ve morfolojik veriler ile
birlikte degerlendirme yapilmasi onerilmektedir. Bu calismada elde edilen BLASTn

analiz sonuglar1 Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1 BLASTn analizi sonuglari

Ornek Numarasi Tiir Ad1 Dizi Sorgu Kapsam Dizi Benzerlik Oram (PI)
Oram (%) (QC) (%)
AKATA 6161 Lactarius zonarius %100 %99.84
AKATA 6185 Lactarius pterosporus %100 %100
AKATA 6282 Lactarius vinosus %98 %99.84
AKATA 7235 Lactarius %100 %100
salmonicolour
AKATA 7421 Lactarius salmonicolor %99 %100
AKATA 7422 Lactarius fulvissimus %100 %100
AKATA 8603 Lactarius intermedius %100 %100
AKATA 8609 Lactarius salmonicolor %100 %99.85
AKATA 8610 Lactarius intermedius %100 %100
AKATA 8615 Lactarius intermedius %100 %100
AKATA 8620 Lactarius intermedius %100 %100
AKATA 8629 Lactarius intermedius %100 %100
AKATA 8635 Lactarius intermedius %100 %100
AKATA 8636 Lactarius vellereus %100 %99.85
AKATA 8637 Lactarius pyrogalus %100 %99.79
AKATA 8638 Lactarius controversus %99 %99.55
KALIYEVA 001 Lactarius intermedius %7100 2099,86
KALIYEVA 002 Lactarius %100 %100
salmonicolour.
KALIYEVA 003 Lactarius deliciosus %100 %100
KALIYEVA 004 Lactarius deliciosus %100 %100
KALIYEVA 005 | Lactarius controversus %100 %99.12
KALIYEVA 006 | Lactarius sanguifluus %100 %100
KALIYEVA 007 Lactarius %100 %2100
mediterraneensis
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Lactarius Orneklerinin molekiiler analizleri icin BLASTn analizleri sirasinda, onceki
yapilan ¢aligmalarda tanimlanan diziler i¢erisinde, analizi yapilan amplikona ait diziye en
yakin benzerligi gosteren ve yakin tarihli yaymlarda rapor edilmis tiirlere ait diziler
filogenetik analizler sirasinda i¢ grup olarak se¢ilmistir. NCBI GenBank veri bankasindan
elde edilen ve analizi yapilan dizi ile herhangi bir benzerligi bulunmayan uzak akraba
olarak tanimlanan mantarlara ait diziler dig grup olarak secilmistir. Filogenetik agag
olusturulmas1 sirasinda ortaya c¢ikarilan diziler MUSCLE (Multiple Sequence
Comparison by Log Expectation) algoritmasi kullanilarak i¢ ve dis gruplara ait diziler ile
birlikte alt alta siralanip en uygun niikleotit yer degisimi (substitution) modeli belirlenip
secilmigtir. Neighbour Joining algoritmasi, 500 Onyilikleme yinelemesi (bootstrap

replicate) kullanilarak filogenetik aga¢ olusturulmustur (Sekil 4.3).

Sekil 4.3 Lactarius cinsi tiyelerinin dizilerine dayanarak olusturulan maksimum olasilik
filogenetik agaci
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Cekirdek ITS rDNA bolgelerine gore, K2+G+I evrim modeli kullanilarak tahmin edilen,
23 Lactarius cinsine ait mantar 6rneklerinin filogenetik iligkilerini ortaya koyan en olast
aga¢. Her dal i¢in, yiizde Onylikleme degerleri belirtilmistir. Bu ¢alismada elde edilen
diziler AKATA ve KALIYEVA kodlari ile gosterilmistir. Agacta filogenetik analize dahil
edilen tiim diziler GenBank’tan alinmistir. Russula rekondita dis grup Ornegi olarak
filogenetik analize dahil edilmistir. Sol alttaki cubuk 0.02 genetik mesafeyi temsil

etmektedir.

4.4 Lactarius Cinsi Orneklerinde Viral dsRNA iceriklerinin incelenmesi

23 Lactarius 6rneginden viral ¢ift iplik¢ikli RNA ekstraksiyonunda, seliiloz kolonlarla
afinite kromatografisi esasina gore calisan Double-RNA Viral dsRNA Extraction Mini
Kit (iNtRON) kullanilmistir. Mikoviral dsRNA profilinin agaroz jel goriintiisii sekil
4.4,4.5’te verilmistir.

Sekil 4.4 Viral dsRNA jel elektroforezi (M: 1 kb DNA belirteci)
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Sekil 4.6 Viral dsRNA jel elektroforezi (M: 1 kb DNA belirteci)

Viral dsRNA taramasi yapilan 23 tane mantar tiiriiniin listesi Cizelge 4.2’de verilmistir.
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Cizelge 4.2 Tirkiye’de yayilis gosteren bazi Lactarius tiirlerinde dsSRNA taramasi

No Ornek Numarasi Tir Adi Sube
1 AKATA 6161 Lactarius zonarius Basidiomycota
2 AKATA 6185 Lactarius pterosporus Basidiomycota
3 AKATA 6282 Lactarius vinosus Basidiomycota
4 AKATA 7235 Lactarius salmonicolour Basidiomycota
5 AKATA 7421 Lactarius salmonicolor Basidiomycota
6 AKATA 7422 Lactarius fulvissimus Basidiomycota
7 AKATA 8603 Lactarius intermedius Basidiomycota
8 AKATA 8609 Lactarius salmonicolor Basidiomycota
9 AKATA 8610 Lactarius intermedius Basidiomycota
10 | AKATA 8615 Lactarius intermedius Basidiomycota
11 | AKATA 8620 Lactarius intermedius Basidiomycota
12 | AKATA 8629 Lactarius intermedius Basidiomycota
13 | AKATA 8635 Lactarius intermedius Basidiomycota
14 | AKATA 8636 Lactarius vellereus Basidiomycota
15 | AKATA 8637 Lactarius pyrogalus Basidiomycota
16 | AKATA 8638 Lactarius controversus Basidiomycota
17 KALIYEVA 001 Lactarius intermedius Basidiomycota
18 KALIYEVA 002 Lactarius salmonicolour Basidiomycota
19 KALIYEVA 003 Lactarius deliciosus Basidiomycota
20 KAIYEVA 004 Lactarius deliciosus Basidiomycota
21 KALIYEVA 005 Lactarius controversus Basidiomycota
22 KALIYEVA 006 Lactarius sanguifluus Basidiomycota
23 | ANK Akata & KALIYEVA | Lactarius mediterraneensis Basidiomycota
007

Yapilan viriis taramalar1 sonucunda 23 Lactarius 6rnegi igerisinde 5 drnekte net olarak
viral dsRNA segmentleri gozlemlenmistir. Geri kalan 18 6rnek dsRNA negatif olarak
belirlenmistir. Boylece dsRNA taramasi sonucunda Lactarius cinsine ait orneklerin
%21.73"i dsSRNA pozitif olarak belirlenmistir. Viral dsSRNA taramas1 sonucunda pozitif
olarak belirlenen Lactarius cinsi 6rneklerine dsRNA’dan cDNA sentezi yapilmugstir.
cDNA sentezlendikten sonra ise rPCR ile viriisle iliskili diziler rastgele (random)
cogaltilmistir ve agaroz jel elektroforezi yapilarak bantlar gozlemlenmistir. Olusan
bantlar Sekil 4.7°de gosterilmistir. rPCR sonrasinda viral RNA igeriklerinin analiz

edilmesi i¢in NGS yontemi kullanilmistir ve bu disaridan hizmet alimi olarak

gergeklestirilmistir.
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Sekil 4.7 rPCR islemi sonunda agaroz jel elektroforezi (M: 100 bp DNA belirteci)

Viral dsRNA pozitifligi belirlenen 5 adet Lactarius 6rneginin rPCR {irtinleri, viral dSSRNA
igeriklerinin karakterizasyonu amaciyla yeni nesil dizileme (NGS) ile analiz edilmistir.
Bu 0Orneklerin yiiksek islem hacimli dizileme (HTS) durumlart Cizelge 4.3’te

gosterilmigtir.

Cizelge 4.3 viral dsRNA pozitif olarak belirlenen 6rneklerin yiliksek islem hacimli
dizileme (HTS) ile ¢alisilma durumlari

Molekiiler (ITS I'DNA) ve Yiiksek islem hacimli dizileme (HTS) Durumu
Voucher o . .
Morfolojik Tiir Teshi
numarasi
Sonuclar
KALIYEVA Lactarius deliciosus HTS 6n analizinde kalite kontrolden gegemedi
003
KALIYEVA Lactarius deliciosus HTS 6n analizinde kalite kontrolden gegemedi
004
KALIYEVA Lactarius controversus HTS analizleri sonucunda elde edilen viriis iligkili
005 contigler, tiim viral genom dizi bilgisi ortaya
¢ikarilmayacak kadar kisadir.
KALIYEVA Lactarius sanguifluus HTS 6n analizinde kalite kontrolden gecemedi
006
KALIYEVA Lactarius mediterraneensis | HTS analizi sonucunda 1 adet 2 segmentli
007 Partitivirus tespit edildi. RACE ig¢in primerler
tasarlandi, RACE ile tiim genom dizi bilgisi elde
edilecek.
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Lactarius mediterraneensis tiriiniin biyoinformatik analizi sonucunda 12 contigin
mikovirisler ile iligkili oldugu ve bu contigler igerisinde contig 9’un RdRp ve contig 3’lin
CP kodladig1 bulunmus olup, ilgili contiglerin numaralar1 ve sekans uzunluklar1 (nt),
BLASTp aramasindan elde edilen e-degerleri, yiizde benzerligi ile en iyi BLASTp
eslesmesi ve Onerilen familya bilgisi Cizelge 4.4’te verilmistir. Partitiviridae, ¢ift
sarmalli RNA (dsRNA) genomlara sahip, kapsitli ve boliinmiis (segmentli) yapida
virlislerden olusan bir viriis familyasidir. Bu familyaya ait viriislerin genomu genellikle
iki segmentten olusur; dsRNA1 segmenti RNA’ya bagimli RNA polimerazi (RdRp)
kodlarken, dSRNA2 segmenti ise kapsit proteinini (CP) kodlar (Nibert et al., 2014; Vainio
et al., 2018). Her bir segment, tek bir agik okuma gercevesi (ORF) igerir ve bu ORF’ler
genellikle kisa 5' ve 3' UTR bolgeleri ile ¢evrilidir. RARp gen boélgesinde bes korunmus
motif bulunur ve bu motifler familya i¢i filogenetik siniflandirmada énemli rol oynar (Li
et al., 2018). Son yillarda yapilan derinlemesine transkriptom analizleri ve yeni nesil
dizileme (NGS) teknolojilerinin yayginlagsmasi sayesinde, 6zellikle mantar viromlari
icinden bir¢ok yeni Partitiviridae iiyesi tanmimlanmistir (Vainio & Chiba, 2020; Sahin &
Akata, 2021; Akata et al., 2024).

Cizelge 4.4 Tez ¢aligmas1 kapmasinda tanimlanmis diger partitiviriislerin segmentlerinin

listesi

CP veya RdRp | En iyi BLASTp | Onerilen cins/ | GenBank

(kisaltma) (nt) | Eslesmesi (Erisim | familya erisim

C0ntig numarasi numarasi; e- numarasi
Viriis Konagi degeri; yiizde

benzerlik)

Lactarius Sarcosphaera Partitiviridae
Lactarius mediterraneensis coronaria -
mediterraneen | Sarcosphaera partitivirus
sis coronaria (QLC36760.1; 0.0;

partitivirus CP 78.38%)

(LmPV CP)

(1241)

Contig 31

Lactarius Rhizoctonia solani | Riboviria

mediterraneensis fusarivirus 3 -

Rhizoctonia solani | (YP_010799751.1;

fusarivirus 3 RdRp | 8e-104; 48.62%)

(LmFV 3 RdRp)

(2254) Contig 46
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Cizelge 4.4 Tez ¢alismasi kapmasinda tanimlanmis diger partitiviriislerin segmentlerinin
listesi (devam)

Lactarius Sarcosphaera Partitiviridae
mediterraneensis coronaria

Sarcosphaera partitivirus

coronaria (QLC36760.1; 0.0;

partitivirus CP 78.38%)

(LmPV CP)

(1241)

Contig 31

Lactarius Rhizoctonia solani | Riboviria

mediterraneensis
Rhizoctonia solani
fusarivirus 3 RdRp
(LmFV 3 RdRp)
(2254) Contig 46

fusarivirus 3
(YP_010799751.1;
8e-104; 48.62%)

Lactarius
mediterraneensis
Macrophomina

Macrophomina
phaseolina
endornavirus 2

Endornaviridae

phaseolina (QOEbS5585.1; be-

endornavirus 1 | 04; 34.58%)

RdRp

(LmEV 1 RdRp)

(2039)

Contig 51

Lactarius Caloscypha fulgens | Partitiviridae
mediterraneensis partitivirus 7

Caloscypha (QOI17260.1; 3e-

fulgens partitivirus | 167; 55.56%)

7 CP (LmPV 7 CP)

(1540)

Contig 54

Lactarius Lentinula edodes | Partitiviridae
mediterraneensis partitivirus 2

Lentinula edodes
partitivirus 2 RdRp
(LmPV 2 RdRp)

(QOX06026.1; 0.0;
62.47%)

(1625)

Contig 47

Lactarius Gaeumannomyces | Riboviria
mediterraneensis tritici partitivirus 3
Gaeumannomyces | (UYB78865.1; 2e-

tritici partitivirus 3 | 124; 49.88%)

RdRp

(LmPV 3 RdRp)
(1642) Contig 72

48




Cizelge 4.4 Tez ¢alismasi kapmasinda tanimlanmis diger partitiviriislerin segmentlerinin
listesi (devam)

Lactarius Sarcosphaera Partitiviridae MT466047.1
mediterraneensis coronaria

Sarcosphaera partitivirus

coronaria (QLC36807.1; 0.0;

partitivirus RdRp 60.29%)

(LmPV  RdRp)

(1889)

Contig 38

Lactarius Rosellinia necatrix | Partitiviridae

mediterraneensis
Rosellinia necatrix
partitivirus 18
RdRp

(LmPV 18 RdRp)
(657)

Contig 129
Lactarius
mediterraneensis
Rhizoctonia solani
fusarivirus 3 RdRp
(LmFV 3 RdRp)
(1656)

Contig 222

partitivirus 18
(BBU59844.1; le- -
103; 78.37%)

Rhizoctonia solani | Riboviria
fusarivirus 3
(YP_010799751.1; -

6e-25; 40.69%)

NGS analizi sonucunda tespit edilen viriisler arasinda, Lactarius mediterraneensis
orneginin biyoinformatik analizi sonucunda elde edilen contiglerden birinin
partitiviriislerle iliskili oldugu belirlenmistir. Bu viral genomun iki segmentten olustugu
ve her bir segmentin, sirasiyla RNA-bagimli RNA polimeraz (RdRp) ve kapsid proteini

(CP) kodlayan tek bir agik okuma cergevesi (ORF) icerdigi tespit edilmistir.

Ilgili contigin numarasi, sekans uzunlugu (nt), e-degeri, yiizde benzerligi, en iyi BLASTp
eslesmesi, segmentin cins diizeyindeki siniflandirmasi ile ORF, 5’ ve 3’ UTR bdélgelerinin
uzunluklar1 ve kodlanan RdRp ile CP proteinlerinin uzunluklart Cizelge 4.5°te

gosterilmigtir.
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Cizelge 4.5 Tanimlanmus partitiviriis CP ve RARp genom segmentlerinin listesi

Viriis Konag Cp veya RdRp BLASTp Onerilen Cins 5 ORF | 3 Protein
(kisaltma) (nt) Eslesmesi (Erisim UTR (nt) UTR uzunlugu
Contig numarasi | numarasi.; e- (nt) (nt) (@)

degeri; yiizde

benzerlik)
Lactarius Lactarius Sarcosphaera Alphapartitivirus | 89 1749 | 61 582
mediterraneensis mediterraneensis coronaria
Sarcosphaera partitivirus
coronaria (QLC36807.1; 0.0;

partitivirus RdRp | 60.29%)
(LmPV 1 RdRp)

(1899)

Contig 38
Lactarius Lactarius Rosellinia necatrix | Alphapartitivirus | 86 1695 | 176 564
mediterraneensis mediterraneensis partitivirus 26

Rosellinia (QMU26431.1;

necatrix 3e-31; 25.80%)

partitivirus CP

(LmPV 1 CP)

(1957) Contig 44

NGS analizleri sonucunda Lactarius cinsi 6rneklerinde birden fazla viral kontig tespit
edilmistir. Bu kontigler arasinda yapilan biyoinformatik analizler dogrultusunda,
partitiviriislerle iligkili oldugu belirlenen dizilere odaklanilmistir. Elde edilen veriler,
partitiviriislere 6zgii olarak iki segmentli genom yapisina sahip viral dizilerin varligini

ortaya koymustur.

Ancak, analiz edilen baz1 kontiglerin birbirleri ile olan iliskileri incelendiginde, bu
segmentlerin ayni virlise ait olup olmadigmin belirlenmesi amaciyla 5’ ve 3" UTR
bolgeleri karsilastirilmistir.  Partitiviriislerde genom segmentlerinin  es olarak
degerlendirilebilmesi icin UTR bolgelerinde yiliksek dizi benzerligi bulunmasi
beklenmektedir. Bu ¢alismada elde edilen segmentler arasinda yapilan karsilagtirmalarda,
UTR dizileri arasinda anlamli bir benzerlik tespit edilememistir. Bu durum, s6z konusu
segmentlerin ayn1 partitiviriise ait olmadigini, farkli partitiviriislere ait bagimsiz genom

parcalari olabilecegini gostermektedir.

Buna ek olarak, bazi viral contiglerin uzunluklarinin smirli olmasi ve tiim genomu

kapsayacak yeterli veri igermemesi nedeniyle, bu virlislere ait tam genom
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organizasyonlar1 ortaya konulamamistir. Bununla birlikte, elde edilen sonuglar Lactarius
cinsi tiirlerinde birden fazla partitiviriisiin es zamanli olarak bulunabilecegini ve bu

durumun viral g¢esitliligin beklenenden daha yiiksek oldugunu gostermektedir.

45 Genomu Tiime Yakin Olan Viriis Iliskili Contiglere RACE Yontemi
Uygulanmasi

BLASTx ve haritalama analizleri sonucunda partitiviriislerle iligkili oldugu belirlenen
dizilerin genomlarinin tamamlanabilmesi amaciyla RACE (Rapid Amplification of
cDNA Ends) yontemi uygulanmistir. RACE PCR igin primer tasarimi yapilirken,
partitiviriislere 6zgii oldugu diisiiniilen ve RdRp ile kapsid proteini (CP) bdlgelerini
iceren contigler dikkate alinmis ve bu dizilere 6zgii primerler Primer3 ¢evrim ig¢i araci
kullanilarak tasarlanmistir. Tasarlanan primerlere ait contig numarasi, primer adi ve
primer dizileri Cizelge 4.6’te sunulmustur. NGS sonuglarina gére Lactarius drneklerinde
tespit edilen partitiviriisler arasindan en kapsamli diziye sahip olan se¢ilmis ve genomun

tamamlanmasi icin RACE PCR ¢alismalar1 yapilmistir.

Cizelge 4.6 Contiglere 6zgii tasarlanan primerlerin listesi

Viriis Adi Contig Primer Ada Primer Dizisi
Numarasi

Sarcosphaera Contig 38 | LmPV1-POL5RACE 5’-CGTCGTCGGAAAAGGGAAAG-3’

;‘;:‘t)lrt‘mi S Contig 38 | LmPV1-Pol5.2RACE | 5-ACTTCTGGGGAGTAGTGTTTGT-3'

RdRp Contig 38 | LmPVI-POL3RACE | 5-TGCCTTTCCCTTCTTTCGAG-3
Contig 38 | LmPVI1-POL3.2RACE | 5-CGAGAATTGGGAGAGCAACC3'

Rosellinia Contig 44 | LmPV1-CP5 5 -CGTGTTGGTCTGGGCTTTAG3’

necatrix

partitivirus CP | Contig 44 | LmPV1-CP5.2 5 TCATGTGAGGAGCCAGAGAG-3
Contig 44 | LmPV1-CP3 5-GAGTTGTCAAGCGTCGTCTC3
Contig 44 | LmPV1-CP3.2 5-GATTCCCGAAACACCGATGG-3

RdRp ve kapsid proteini (CP) bolgelerine ait dsSRNA segmentlerinin 5’ u¢ bolgelerinin
belirlenmesi amaciyla 6ncelikle bu bolgelere 6zgli primerler tasarlanmistir. Ancak ilk
asamada gergeklestirilen PCR denemelerinde hedeflenen amplifikasyon {iriinleri elde

edilememistir. Bunun tizerine, amplifikasyon verimini artirmak amaciyla yeni primer
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ciftleri tasarlanmis ve elde edilen PCR iirlinleri sablon (template) olarak kullanilarak
semi-nested PCR yaklasimi uygulanmistir. Semi-nested PCR, ilk PCR f{iriiniiniin sablon
olarak kullanildig1 ve primerlerden birinin i¢ bolgeden yeniden tasarlandigi iki asamali
bir amplifikasyon yontemidir. Bu yontem, diisiik miktarda hedef DNA igeren veya zor
cogaltilan bolgelerde duyarliligt ve 0Ozgiilliigli artirmak amaciyla kullanilmaktadir

(Bartlett & Stirling ,2003).

Semi-nested PCR’da, ilk RACE PCR asamasinda elde edilen iiriin ikinci bir PCR
reaksiyonunda yeniden ¢ogaltilir. Bu asamada primerlerden biri korunurken, digeri daha
i¢c bolgeyi hedefleyen yeni bir primer ile degistirilir. Bu sayede hedef bdlgenin daha
spesifik ve duyarli bir sekilde ¢ogaltilmasini saglamaktadir. Bu yontem, 6zellikle diisiik
miktarda niikleik asit iceren Orneklerde veya zor amplifiye edilen bolgelerde basari
oranini artirmak i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Semi-nested PCR yaklasiminin
uygulanmasi ile hedeflenen bolgelerde amplifikasyon veriminde artig saglanmis ve elde
edilen {irtinler sonraki analizler i¢in kullanilmigtir. Semi-nested PCR sonucunda elde
edilen PCR iiriinleri agaroz jel elektroforezi goriintiisii Sekil 4.8°de LmPV1 RdRp ve
kapsid proteinin 5° UTR bdlgeleri verilmistir.

) Lty W —

Sekil 4.8 Semi-nested PCR ile elde edilen LmPV1 RdRp ve kapsid proteinine ait 5" UTR
bolgelerinin agaroz jel elektroforezi (M:100 bp DNA belirteci)

Benzer sekilde, RdRp ve kapsid proteini (CP) bolgelerine ait 3" UTR dizilerinin elde
edilmesine yonelik RACE PCR denemeleri gergeklestirilmis, ancak bu denemelerde

hedeflenen amplifikasyon iirtinleri jelde tek bant halinde degil ¢oklu bantlar halinde
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gozlenmistir. Bu nedenle, ilgili bolgelerin dizilerinin elde edilmesi amaciyla TA klonlama
yontemi kullanilmistir. Klonlama sonrasi petride gozlenen beyaz bakteri kolonileri Sekil

4.9°da gosterilmektedir.

Sekil 4.9 ANK Akata & Kaliyeva 007 numarali Lactarius mediterraneensis drneginde
tespit edilen LmPV1’in RdRp ve CP 3’ UTR terminal bdlgesinin klonlanmas1
sonucunda olusan koloniler

Beyaz renkli koloniler arasindan segilen bakterilere, yontem 3.2.8’de belirtilen protokole
gore koloni PCR uygulanmistir. TA klonlama sonrasinda elde edilen koloniler iizerinde
gerceklestirilen koloni PCR iiriinleri agaroz jel elektroforezi ile analiz edilmistir (Sekil

4.10). Yapilan analizler sonucunda, RdRp 3’ UTR bolgesine ait 1, 2, 3 ve 4 numarali
ornekler ile kapsid proteini (CP) 3" UTR bolgesine ait 2, 3, 9 ve 10 numarali drnekler
sekans analizi i¢in segilmistir. Segilen Orneklerden plazmit DNA izolasyonu
gerceklestirilmis ve elde edilen diziler Sanger dideoksi zincir sonlandirma yontemi ile

belirlenmistir.

53



Sekil 4.10 LmPV1 RdRp ve CP 3’UTR igin yapilan koloni PCR {iriinlerinin agaroz jel
elektroforezi (M:100 bp DNA belirteci)

4.6 Lactarius mediterraneensis partitivirus 1 (LmPV1) Tammm ve Molekiiler
Ozellikleri

Kasim 2022'de Tirkiye’nin Ege Bolgesi'nde, Aydin ili smirlari igerisindeki Dilek
Yarimadasi Biiylik Menderes Deltas1 Milli Parki’nda yapilan bir arazi ¢alismasi sirasinda,
Quercus ilex (yesil mese) ile simbiyotik iliski icinde yetisen L. mediterraneensis tiiriinden
izole edilen LmPV1’e ait iki RNA segmentinin (dsSRNA1 ve dsRNA2) tam uzunlukta

dizileri elde edilmis ve detayli biyoinformatik analizleri gerceklestirilmistir.

NCBI BLASTx analizi kullanilarak gergeklestirilen biyoinformatik tarama sonucunda,
1500 niikleotitten (nt) daha uzun toplam 153 contig arasindan iki adet anlamli viral sekans
tespit edilmistir. Contig 38 (1781 nt), Sarcosphaera coronaria partitivirus ANK VIR-
52’nin RNA’ya bagimli RNA polimerazi (RdRp) ile %65,22 amino asit benzerligi
gostermistir (QLC36808.1). Buna karsilik contig 44 (1834 nt), Rosellinia necatrix
partitivirus 26’nin kapsid proteini (CP) ile %26,53 oraninda benzerlik gdstermistir

(QMU26431.1).

Elde edilen bu dizi benzerligi sonuglar1 ve viral taksonomi kriterleri dogrultusunda,
Partitiviridae familyasina ait yeni bir virlis tamimlanmig ve bu viriis Lactarius

mediterraneensis partitivirus 1 (LmPV1) olarak adlandirilmistir.
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Yeni tanimlanan LmPV1, iki segmentten olusan bir genoma sahip olup, dsSRNA1 (1899
bp) ve dsRNA2 (1957 bp) segmentlerinden meydana gelmektedir (Sekil 4.11 B). Tiim
genom dizileri GenBank veritabaninda PV176078—PV 176079 erisim numaralar ile kayit
altina alinmistir. Ayrica contig olusturulmasinda kullanilan ham NGS verileri, NCBI

BioSample veritabaninda SAMNS53629509 erisim numarasi ile sunulmustur.

Biyoinformatik analizler, dSSRNA1 segmentinin 90—1838 niikleotid pozisyonlar1 arasinda
yer alan ve 582 amino asit uzunlugunda (68,18 kDa) bir RdRp proteinini kodladigini
gostermistir. dSRNA2 segmentinin ise 87—1781 niikleotidleri arasinda konumlanan ve
564 amino asit uzunlugunda (62,43 kDa) bir kapsid proteini (CP) genini icerdigi

belirlenmistir.

Her iki genom segmentinin de poliadenilasyon (poly(A)) uglarina sahip oldugu ve
korunmug 5> UTR bélgelerinin sirasiyla 89 bp ve 86 bp uzunlugunda oldugu tespit
edilmistir. Bu bolgeler arasinda %84,88 oraninda dizi benzerligi bulunmakta olup, bu
durum Alphapartitivirus liyeleri i¢in tipik bir 6zelliktir (Ong ve ark., 2018) (Sekil 4.11
O).

3’ UTR bolgeleri uzunluk bakimindan farklilik gostermektedir (61 bp ve 176 bp; poly(A)
kuyruklar1 dahil). Bununla birlikte, ikincil yap1 analizleri bu bdlgelerin segment tanima

mekanizmalarinda fonksiyonel olarak korundugunu gostermektedir (Sekil 4.11 D).
RdRp ve kapsid proteinine (CP) dayali filogenetik analizler, LmPV1’in Alphapartitivirus
grubu igerisinde yer aldigini ve en yakin akrabasinin Sarcosphaera coronaria partitivirus

ANK VIR-52 oldugunu gostermistir (RdRp icin %65,22 amino asit benzerligi).

Buna karsilik, kapsid proteininde Rosellinia necatrix partitivirus 26 ile daha diislik

diizeyde (%26,53) benzerlik saptanmistir.

Yapisal analizler, RdRp proteininin 201-405 amino asitleri arasinda yer alan katalitik

“palm” alt domaininde, Motif A, Motif B ve Motif C gibi korunmus motiflerin varligini
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dogrulamistir (Sekil 4.12 B). Bu motiflerin korunmus olmasi, dsRNA viriislerinde
gozlenen genel replikasyon mekanizmalari ile uyumlu bulunmustur (te Velthuis, 2014).

RdRp (%90) ve CP (%80) i¢in belirlenmis tiir tanimlama esik degerlerinin altinda kalan
dizi benzerlikleri (Vainio ve ark., 2018), LmPV1’in Alphapartitivirus cinsi i¢erisinde yeni
bir tiir oldugunu gostermektedir (Sekil 4.12 A). Ayrica bu c¢alisma, Lactarius

mediterraneensis tiirlinden tanimlanan ilk partitiviriis olma 6zelligini tasimaktadir.

B Lactarius mediterraneensis Partitivirus 1

dsRNA1
Contig 38

86 ot 1782 ne

dsRNA2 T > =S
Contig 44 | CP (564 aa, 62.43 kDa) +——1957 bp

D
20 0N 20 4

poe: I-s0 re 0 g s
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s 10 ) » s 10 » 2
LePVI dsRNAL 8' UTR LePV1 dsRNA2 &' UTR
Energy = -11.40 keal/mal Energy = -10.40 keal/mol

Sekil 4.11 LmPV1’e ait dsSRNA genom segmentlerinin organizasyonu ve molekiiler
ozelliklerinin sematik gosterimi

A. ANK Akata & Kaliyeva 007 numarali drnege ait basidiokarp.B. LmPV1 genom yapisinin sematik
gosterimi. Her bir genomik segment (dSRNA1 ve dsRNA2), sirastyla RNA'ya bagimli RNA polimeraz
(RdRp) ve kapsid proteini (CP) kodlayan, dikdortgen kutularla gosterilen tek bir agik okuma cergevesi
(ORF) igerir. dsRNAI1 iizerindeki RdRp bolgesine gelen kisimi vurgulanmistir. Her segmentin 5’ ve 3’
uclarinda yer alan ¢evrilmemis bdlgeler (UTR'ler) de gosterilmistir. C. LmPV1'e ait dSRNA1 ve dsSRNA2
segmentlerinin 5’ ve 3’ UTR dizilerinin hizalamasi.D. LmPV1 dsRNA1’in (iistte) ve dSSRNA2’nin (altta) 5
UTR bolgelerinin 6ngoriilen ikincil yapilart. RNA katlanma, hibridizasyon ve serbest Gibbs enerjisi
hesaplamalari, UNAFold web sunucusu (https://www.unafold.org/mfold/applications/rna-folding-form-
v2.php) kullanilarak gergeklestirilmistir.
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Sekil 4.12 LmPV 1’in filogenetik analizi ve motif karsilastirmasi

(A-B) Lactarius mediterraneensis Partitivirus 1 (LmPV1) genomuna ait RNA’ya bagimli RNA polimeraz
(RdRp) protein sekansina dayali olarak maksimum olasilik (maximum likelihood) yontemiyle olusturulan
filogenetik agaglar. Agaclar, Alphapartitivirus, Betapartitivirus, Deltapartitivirus, Epsilonpartitivirus,
Zetapartitivirus, Gammapartitivirus ve Cryspovirus cinslerine ait referans sekanslar ile LmPV1’in
filogenetik iligkisini gostermektedir. LmPV1, Alphapartitivirus klad: igerisinde Rosellinia necatrix
partitivirus 26 ve Armillaria gallica partitivirus 1 gibi yakin akraba tiirlerle birlikte kiimelenmistir.
Filogenetik analizde bootstrap degerleri dal diigiimlerinin giivenilirligini temsil eder.(C) LmPV1 ve
Alphapartitivirus grubundaki diger secilmis viriislere ait RARp protein sekanslar1 hizalanarak, ii¢ korunan
RNA polimeraz motifinin (Motif A, Motif B ve Motif C) karsilastirmast yapilmistir. Bu motifler, viriis
replikasyonu i¢in kritik 6neme sahip olup, motif C i¢erisinde yer alan GDD {gliisii tiim viriislerde korunmus
durumdadir. Bu karsilastirma, LmPV1'in Alphapartitivirus cinsine ait oldugunu molekiiler diizeyde de
gostermektedir.

4.7 Lactarius mediterraneensis partitivirus 1’in Tiim Genom Analizi

LmPV1’e ait dSRNA1 (1899 bp) ve dsRNA2 (1957 bp) segmentlerinin genel genom
organizasyonu gosterilmektedir (Sekil 4.13, 4.14). Her iki segment tek bir acik okuma
cergevesi (ORF) icermekte olup, sirasiyla RNA’ya bagimli RNA polimerazi (RdRp) ve
kapsid proteini (CP) kodlamaktadir. Tiim genom dizileri GenBank veritabaninda

PV176078-PV 176079 erisim numaralari ile kayit altina alinmistir.
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Lactarius mediterraneensis partitivirus 1

>LmPV1 RNA1l
AGTAAACTTCTCCTGAAAACCTCAGGTTCAACGAAAAGTTTTCTTTCTGATTTTTCACAGCTTCCAGAAAACCTA

GTTATTTTACAAACATGCCTGCTCCGAATATACGATTCATTCGCACCCTTTCCCCTCAATGGAGACTGAATACTC
GAGAAGAAAAGTTCGACAACGTACTTTCCCTTTTCCGACGACGCATCATCCTCAAGGCAATGT HENNNCHCIAGH
EEEERERAEE cc T TGAACAAGT TAAAGCACAACGACGTTCAATTGTCAACGAATCTGCTCTTATCGAAGACTTCG
AAAAGACCGAACAACCGCTGATCAATCTCAAACGAGACTACCACTATAAGAGAGCCCTCAAGGTTATGACCAAAG
CGTTTAAACCTAAGGAACTGTACAAGCCCGTTGCGTTCCCAGACCTCCGTTACTACCCATGGCACCTCCCCGTGT
CCGCTGAAGCCCCTTACAGAGGCTCACCGAAATGGGCAGCTTACCTCGCTCGCAAGTTCTCTGATGGACAGATCT
CCAACGCATCTGCCACATTCAGGAATCTATTCGACGAACTATTTTGGGTCAATCGACATCTAGTTCACAAARATCA
AAGATGCTGATCCAGCATTCTTTGAAGCAGACGGCACTCCCCGACCCTACTATTGGGTCAACCTACACGCTCGCG
CTCACGTAGTCGGCCCCGACGACGATGACAAAATTCGAGCTGTTTTTGGAGTTCCAAAACTTCTCCTATTCGTGG
AGAACATGTTCATTTGGCCTATGCAAGCCGACCTTCTCAACCGCAATCCCGTTGACTCACCTATGATGTGGGGAA
ACGAGATTATGCGTGGTGGATGGAAACGACTCCGCAACCTCATCAATCGTAAGACGARAGGACAGTATTCAACTA
TTCTTTCAGCCGACTGGTCTCAATTCGACCGCCGCGCTCTTTTCGATATTATCGATGACGTTCACGAGATTTGGT
ATTCCTTCTACGACATGAGTGGCGCTTACCAGCCAACAAACTTCTACCCCGATGCTTCAACTCACCCCGAGCGCA
TCGACAACCTTTGGAGATGGTTCACACACAACGTGAAACATTATCCAATTCTACTTCCCGACGGACGCTTAATGC
AGTGGACCCGAAACGGCATAGCCTCTGGCTTTCAAGAAACCCAATTATTGGACTCTTGGGTCAATGGTATTATGC
TTCTCACTGTTCTGTCCGAACACGGAGTCAACATCGAAGCCGAGAGCTTTTTCTTTCGACTTCAAGGTGATGACT
CAATCTTCGTGTTTTCTGAACCTTTCTTCAGATTCTACGGCAAGCAACGCTTCCTCAAGATGCTCAGTGACTCCG
CAGCTCTGCGATTTAACGCAAAGCTCTCCACAGAGAAATCCGATCTTCATGATCGCCTTGATGGCGTTTACATTT
TAGGGTATTACAATCAACACGGCATAGCCTGGCGCACCGATGTTGACCTACTTTCACACTTACTGTTCCCAGAAC
GAGTTCAACGCATCCCTGCAACTGCAGGTACTTGCATTGGAATCGCGATGGCAGCACAAGGCTGTTCCCCCGGCG
TATACAACGTATGTCGAGACGTTTTCGACTTTATCACTCCACART ICCCACAGCARCE TATCATCGATCAGACGA
TGCARAGGAAACTTCTTTATCTTGTCAACATGACATCAGAAGAATCCGAAGCACTCGCGACGATGCCTTTCCCTT
CTTTCEAGAGGACGTACT TTCAAAATTACGTTCTAGATGGAAGATCCGAATCCGACCGACAACGGACCTGGCCCA
CAGATCCCGCGTACACTGGTGGATTTCACTTTATTTAGTACTTGGTGGCGTTACAGCTTTCAATTTATTGARAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAATAAGAAA

Sekil 4.13 LmPV1 dsRNA1 (RdRp) segmentinin terminal dizileri ve primer bolgeleri

Segmentlerin 5’ ve 3’ u¢ bolgelerine ait niikleotid dizileri gdsterilmistir. Kirmizi ile
belirtilen bolgeler sirastyla 5° UTR ve 3° UTR dizilerini temsil etmektedir. Kalin yazilmis
ATG ve TAG kodonlari, agik okuma cergevesinin baslangic ve sonlanma bdlgelerini
gostermektedir. Sar1, mor, yesil ve acik mavi renklerle vurgulanan diziler, RACE-PCR

analizlerinde kullanilan primer bdlgelerini gostermektedir.

UTR bolgelerinde gozlenen korunmus ve kismen tamamlayici diziler, segmentler
arasinda olas1 “panhandle” benzeri ikincil yapilarin olusabilecegini diisiindiirmekte olup,
bu yapilarin viral replikasyon ve segment tanima mekanizmalarinda rol oynayabilecegi

degerlendirilmektedir.
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>LmPV1 RNA2
AGTAAACTTCCCCTAGAAACCCTAGGTTCAACGAAAAGTTCACTTTCTGATTTTTCACAGCTTCCAGAAAACCAA
GAATTTTAATAATGCAGTCCCGCCCCCGCTTTCAGATGTCCAAGCCCTCCAGCTTGARACGTCCCTCGCCCCGTC
CTGTCGGCTCTGAGGCCACCAAGCCCAAGCCTAGCACGAAGGTCGATCCCCCGACCTACGAGCAGCAAGACAAAG
AGCAAGGTGAAATTGATGGCTCTTCTTCCGAAGGTGAAGAAGTTGAAGAGGAAATGGCCGCTCCTTCCCAGGAGA
CGAAGACCAATCTTCGTCCTTCTAAAGCCCAGACCAACACGGTCTTCGCTCAAGATGGCGCTCCCCGTCCTAAGC
GCACAACCCGCCCCGCGCAAAAGAACGTCCCCTCCAACCCCCTCACTGATGGTGC HlCHCHCECICCICACATEA
AGATGCTCGCTCTCACTTCCTCGTCTAAGTCGGTCCCCGCAAAGGTAAATGGTCACTCGTTTTTCGTCCCGTTCC
TCGCAATGTTCGCGTACGTTAACCAAGCCGTCGCTTCCCTCCTCGTCAACAAGAAACAGGTCCARGAATCGCACC
CGCTTTACAACTCCATCTTTACCCGCACTGCCATTTTCATCCTCGCCCACATTCACATCCTCCGCGCCCGAGAAC
ACGCTAACATCATCACTGATGATGAACTCAAGGTCTTGAAACGGTTCAAGTCGTCATTCGACTTTAACAAAATCG
TTATCCCTGGCCCTTACGTTCTGCTGTTCCAGTCGATCGGTATCTGTATCCCTGGAAACAAGAGGTTCCTCCCCA
CCGTCCCTGCCTTCCCACAACTCTCGTCCTTAATCAAGGCACAAGGCACCGGAACTGGAATCGCTCCTTCCTCTG
GATCCTGGTCCACCGCCCTCGGCTTCCTCCCCTGGCTCATTGGCATGTCTTCCCTTATCGCTACCAAAGCGTCAA
TTGGTGAAGAGGCTAAGATGCAAAAGACTGATGGCTCCGATGAGAAGAAGCTCCCGCTTAACTTCGATGGTCGTT
ATTTCGTTCCTTTCCACCGTGATCGCAAGAACAAAAACGATTTCCTCGGCTCTAAGTACGAAAACGCGCCCACCC
CGCTTTCGCCAACCGCTTACTTCGCAACGTCGTCCTCATTCTGCGTCCCGTTCCCCGATTCTCTCAACCACTTGA
AGAACGTTTACGAGGCCGTCCCTCCCGTCCGCTTCCCCTCCCACACCGCCGGAAAGAAACTCAACCGCTTGATGG
ATTACTTCTATCTTGATAAAGACGTCTCTTTCTACTCTGTCCTCTTCGAGGCTCTCGCTATCGAAGCTCGGTTCT
TTGAAGGTATGACTACCTTTGAGAACATCGACATTGAAACTGGTGCCTCCGTCAATTGTGTTCGCCACGTTAAAT
ACGATGGTCCGAACCTTCCGGAGAACCTAGAGTGGTTCGAACGCCTCCCCGTCATCGATGACGGAATCACAGTTG
AATCCCATGTGTCTGACATCACTGACACTGACCTTCAGATCGCTGCCTACTCTGGCATTATCTCAACTTTCTCAG
TTGAAGGTACTCCTGCTCACACGATCCCTGGTCCAACTTTCEATTICCCCARACACCEATGEETGAAGACCTAGCAA
CTATCACTTCTGGTACTATCTACCATGAAGGAGTTGTCAAGCGTCETCTCGCCCGACAGAACCCATTCGTCGACG
AGATCCGAACCCACATCTACACTTCTATGGCGTATGATATCTCTACCGTCCTTTGATTTGTGATGCTCCCCCCCC
CTCCTGTACTTTTTTGTTTGAATATCCAACAACCAGTCTTTCAGAAAAAAAAAAAAGACCAAATACGATGCATTT
CTAAGAATAATTCTTAGACATTCGAAAAAAAAAAACCAAAAAAATAAAAAATAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAA

Sekil 4.14 LmPV1 dsRNA2 (CP) segmentinin terminal dizileri ve primer bolgeleri

LmPVI’in dsSRNAI1 ve dsRNA2 genom segmentleri sirasiyla RNA’ya bagimli RNA
polimeraz (RdRp) ve kapsid proteinini (CP) kodlamaktadir. dSSRNAT segmenti 582 amino
asit uzunlugunda bir RdRp proteini kodlarken, dsRNA2 segmenti 564 amino asit
uzunlugunda bir kapsid proteini (CP) kodlamaktadir. Bu proteinlerin amino asit dizileri,

Expasy cevrimigi aract (Translate Tool; https://web.expasy.org/translate/) kullanilarak

belirlenmistir. Elde edilen RdRp ve CP amino asit dizileri Sekil 4.15 ve 4.16’da

verilmistir.

>LmPV1 RdRp

MPAPNIRFIRTLSPQWRLNTREEKFDNVLSLFRRRI ILKAMYKHYSPEVVEQVKAQRRS IVNESALIEDFEKTEQ
PLINLKRDYHYKRALKVMTKAFKPKELYKPVAFPDLRYYPWHLPVSAEAPYRGSPKWAAYLARKFSDGQI SNASA
TFRNLFDELFWVNRELVHKIKDADPAFFEADGT PRPYYWVNLHARAHVVGPDDDDKIRAVFGVPKLLLEVENMF T
WPMQADLLNRNPVDS PMMWGNE IMRGGWKRLRNLINRKTKGQY STILSADWSQFDRRALFDI IDDVHEIWYSFYD
MSGAYQPTNFYPDASTHPERI DNLWRWFTHNVKHY PILLPDGRLMQWTRNGIASGFQETQLLDSWVNGIMLLTVL
SEHGVNIEAESFFFRLQGDDSIFVFSEPFFRFYGKQRFLKMLSDSAALRFNAKLSTEKSDLHDRLDGVYILGYYN
QHGIAWRTDVDLLSHLLFPERVQRIPATAGTCIGIAMAAQGCSPGVYNVCRDVFDFITRELGEQPI IDQTMQRKL
LYLVNMTSEESEALATMPFPSFERTYFQNYVLDGRSESDRQRTWPTDPAYTGGFHFI

Sekil 4.15 LmPV1’¢e ait RdRp proteininin amino asit dizisi
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5. TARTISMA VE SONUC

Sunulan tez ¢aligmasinda, Tiirkiye’nin farkli bolgelerinde yayilis gdsteren Lactarius cinsi
tiyelerini enfekte eden RNA viriislerinin tanimlanmasi ve molekiiler 6zelliklerinin ortaya
konulmasi amaglanmistir. Bu kapsamda, Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi ANK
Herbaryumu’nda mevcut olan toplam 23 Lactarius Ornegine ait materyallerde cift
iplik¢ikli RNA (dsRNA) taramasi gerceklestirilmistir. Bu dogrultuda yaklasik 200 adet
Sanger DNA dizi analizi ve 7 adet yeni nesil dizileme (NGS) analizi i¢in hizmet alimi

yapilmistir.

Bu calismada, Lactarius mediterraneensis tirline ait drneklerden izole edilen ve ¢ift
segmentli ¢ift sarmalli RNA (dsRNA) genomuna sahip yeni bir Alphapartitivirus tiri
olan Lactarius mediterraneensis partitivirus 1 (LmPV1) tanimlanmistir. Bu bulgu, hem
L. mediterraneensis’in ilk kez bir mikoviriis ile enfekte oldugunun gosterilmesi hem de
ektomikorizal Lactarius tirlerinden bildirilen ilk Alphapartitivirus olmast bakimindan

literatlire Onemli bir katki sunmaktadir.

Partitiviridae familyasi, bitkiler, mantarlar ve protozoalar gibi ¢esitli 6karyotik konaklar
enfekte eden ¢ift zincirli RNA (dsRNA) viriislerini icermektedir (Vainio ve ark., 2018).
Son yillarda yapilan ¢aligmalar, bu viriislerin konak araliginin bakteriyel sistemleri (Neri
ve ark., 2022, Kaliyeva ve Akata vd., 2026) ve ayrica bocekler ile oomisetleri de
kapsayabilecegini gostermektedir (Shi ve ark., 2016; Shiba ve ark., 2018; Cross ve ark.,
2020, Kaliyeva ve Akata vd., 2026). Ancak bu iligkiler heniliz ICTV tarafindan resmi

olarak kabul edilmemistir.

Partitiviriislerin bulasma mekanizmalarinin genellikle hiicre i¢i yollarla sinirli oldugu
bilinmekle birlikte, son yillarda yapilan ¢aligmalar bu viriislerin belirli kosullar altinda
farkli konak tiirleri arasmnda da aktarilabildigini ortaya koymustur. Ozellikle
Heterobasidion tirleri iizerinde gerceklestirilen aragtirmalar, partitiviriislerin sporlar
araciligiyla yayilabildigini ve hifal anastomoz yoluyla farkli tiirler arasinda gecis
yapabildigini gostermektedir. Ayrica bazi ¢aligmalarda ayni partitiviriisiin farkli fungal

tiirlerde dogal olarak bulunmasi, bu viriislerin dogada tiirler aras1 gegis yapabilecegine
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isaret etmektedir. Bununla birlikte, bu tiir gecislerin cogunlukla yakin akraba tiirler
arasinda gergeklestigi, daha uzak taksonomik gruplar arasinda ise genellikle kontrollii

deneysel kosullarda gozlemlendigi bildirilmektedir.

Partitiviriisler uzun siire konak {izerinde belirgin bir etki olusturmayan kriptik viriisler
olarak degerlendirilmis olsa da son yillarda yapilan c¢aligmalar bu viriislerin konak
tizerinde farkli biyolojik etkiler olusturabilecegini gostermektedir. Bu etkiler; biiylime
hizinda degisim, sporulasyon kapasitesinde azalma ve rekabet giiclinde farklilagma gibi
fenotipik degisiklikler seklinde ortaya ¢ikabilmektedir. Bunun yani sira bazi durumlarda
partitiviriislerin konak i¢in faydali olabilecegi de bildirilmistir. Ancak bu etkilerin konak
tiiriine ve ¢evresel kosullara bagl olarak degiskenlik gosterebildigi ifade edilmektedir.
Bu calismada LmPV1’in konak {izerindeki etkileri dogrudan incelenmemistir. Bununla
birlikte, literatiirde yer alan bu bulgular, LmPV1’in de konak mantar {izerinde benzer

etkiler olugturma potansiyeline sahip olabilecegini diistindiirmektedir.

Basidiokarp olusturan mantarlar, ¢cogunlukla diger filament6z mantarlar tarafindan
kolonize edilebilmektedir. Bu durum, mantarlar aleminde yaygin olarak goriilen
simbiyotik veya ekolojik etkilesimlerin bir sonucu olarak degerlendirilmektedir. Bu
nedenle, basidiokarp olusturan mantarlar iizerinde gergeklestirilen viral c¢esitlilik
caligmalar1 hem ana konaktan hem de bu yapilar {izerinde gelisen diger mantarlardan
kaynaklanan viral topluluklar1 i¢erebilir. Bu durum, viriis—konak iliskisinin dogru sekilde
belirlenmesini  zorlagtirabilmektedir. Ancak bu ¢alismada kullanilan Orneklerin
fungikoloz mantarlar tarafindan kolonize edilmedigi diisiiniilmektedir. Bunun {i¢ temel
nedeni bulunmaktadir. Ilk olarak, NGS verilerinde Lactarius mediterraneensis disinda
herhangi bir konak organizmaya ait RNA dizisine rastlanmamistir (dSRNA ekstraktlarinin
genellikle konak RNA’s1 da icerebildigi bilinmektedir). ikinci olarak, nrITS bdlgesinin
PCR amplifikasyonu yalnizca L. mediterraneensis’e ait diziler vermis, baska bir fungal
taksona ait herhangi bir sekans elde edilmemistir. Ayrica, LmPV1’in en yakin akrabasinin
ektomikorizal bir mantar olan Sarcosphaera coronaria igerisinde bulunmasi, benzer
ekolojik kosullar1 paylasan organizmalarin benzer viriisleri barindirabilecegini
disiindiirmektedir. Bu durum, virlis—konak iliskilerinin g¢evresel faktorlerden

etkilenebilecegini gostermektedir. Tiim bu bulgular birlikte degerlendirildiginde,
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LmPV1’in gercek konaginin L. mediterraneensis oldugu sonucuna varilmistir (Kaliyeva

ve Akata vd., 2026).

Ektomikorizal ve saprotrofik mantarlarin ayn1 habitatta birlikte bulunabildigi ve bu tiirler
arasinda cesitli etkilesimlerin gergeklesebildigi bilinmektedir. Bununla birlikte, farkli
fungal tiirler arasinda mikoviriislerin aktarimi sinirl olup, genellikle hifal anastomoz gibi
dogrudan hiicresel temas gerektirmektedir. Ancak filogenetik olarak uzak tiirler arasinda
bu tiir temaslarin nadir gergeklestigi ve bu nedenle viriis aktariminin da smirli oldugu
bildirilmektedir. Ayrica tiirler arasi viriis geg¢isinin hangi mekanizmalarla gergeklestigi ve
hangi kosullarda miimkiin oldugu heniiz tam olarak aydinlatilamamaistir (Sahin ve Akata,

2020).

Karsilastirmali analizler, LmPV1’in RdRp dizisinin, oomisetleri enfekte eden bir
Alphapartitivirus olan Plasmopara viticola-associated partitivirus 9 ile %43,51 oraninda
amino asit benzerligi gosterdigini ortaya koymustur (Chiapello ve ark., 2020).
Oomisetler, fonksiyonel olarak mantarlara benzemekle birlikte filogenetik olarak
kahverengi alglerle akraba olan Stramenopil grubuna aittir. BLASTp analizleri ayrica
LmPV1 ile bitkileri enfekte eden partitiviriisler (6rnegin Poaceae liege partitivirus 2) ve
artropod viriisleri (0rnegin brine shrimp partitivirus 1) arasinda da benzerlikler oldugunu
gostermistir. Bu durum, partitiviriislerin farkli biyolojik alemler arasinda genis bir konak

araligina sahip olabilecegini gdstermektedir.

De novo olusturulan contig verilerinin analizi, LmPV1 genomunda ek (iiglincii) bir
segmentin bulunmadigini gostermistir. Bu durum bazi partitiviriisler i¢in tipik olmakla
birlikte tiim tyeler igin gegerli degildir. Son yillarda yiiksek verimli dizileme
teknolojilerinin geligsmesiyle birlikte bazi partitiviriislerde ek genom segmentlerinin
varlig1 daha sik rapor edilmektedir. Bununla birlikte, LmPV1’in tipik olarak iki segmentli
bir genom yapisina sahip oldugu belirlenmistir. Genel olarak, partitiviriislerin segmentli
genom yapisi yeni RNA parcgalarinin kazanilmasina olanak taniyabilmekte, ancak bu tiir
ek segmentler cogunlukla zorunlu olmayip viriisiin c¢ogalmasi i¢in ana genom

segmentlerine bagimli kalmaktadir.
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Simbiyotik mantarlardaki viral popiilasyonlarin incelenmesi, patojen veya kiiltiirii
yapilan tiirlere odaklanan ¢aligmalara 6nemli katkilar saglayarak mikoviriis ¢esitliligi ve
evrimsel egilimlerin daha kapsamli anlagilmasina yardimci olmaktadir. Bu c¢aligmada
ektomikorizal bir basidiomiset olan Lactarius mediterraneensis’ten izole edilen yeni bir
partitiviriis olan LmPV1’in analizi, fungal viriislerin karsilagtirmali virolojisine yonelik

genomik veri kaynaklarini genisletmektedir.

Biyoinformatik analiz kapsaminda, 1500 niikleotitten uzun 153 contig {izerinde
gerceklestirilen NCBI BLASTx taramasi sonucunda iki dnemli viral dizi tespit edilmistir.
Contig 38 (1781 nt), Sarcosphaera coronaria partitivirus ANK VIR-52’ye ait RNA’ya
bagimli RNA polimeraz ile %65,22 amino asit benzerligi gosterirken, contig 44 (1834 nt)
ise Rosellinia necatrix partitivirus 26’nin kapsid proteini ile %26,53 benzerlik
gostermistir. Bu benzerlik sonuglart ve viral taksonomi kriterleri dogrultusunda,
Partitiviridae familyasina ait yeni bir virlis tanimlanmis ve Lactarius mediterraneensis

partitivirus 1 (LmPV1) olarak adlandirilmistir (Kaliyeva ve Akata vd., 2026).

Tanimlanan LmPV1, dsRNA1 (1899 bp) ve dsRNA2 (1957 bp) olmak iizere iki
segmentten olusan bipartit bir genoma sahiptir. Tiim genom dizileri GenBank veri
tabanina PV176078-9 erisim numaralar1 ile kaydedilmistir. Ayrica, contig
olusturulmasinda kullanilan ham NGS verileri NCBI BioSample veri tabaninda

SAMNS53629509 erisim numarasi ile sunulmustur.

Biyoinformatik analizler, dSRNA1 segmentinin 90—1838 pozisyonlar1 arasinda yer alan
582 amino asit uzunlugunda (68,18 kDa) bir RdRp proteinini kodladigin1 gostermistir.
dsRNA2 segmenti ise 87—1781 niikleotidleri arasinda yer alan 564 amino asit
uzunlugunda (62,43 kDa) bir kapsid proteini (CP) genini icermektedir. Her iki segmentin
de poliadenillenmis uclara sahip oldugu ve korunmus 5’ UTR bdlgeleri igerdigi
belirlenmistir. Bu bolgeler arasinda %84,88 oraninda benzerlik bulunmasi,
Alphapartitivirus liyeleri i¢in tipik bir 6zellik olarak degerlendirilmektedir (Ong ve ark.,
2018). 3° UTR bolgeleri uzunluk bakimindan farklilik gostermekte olup (61 bp ve 176
bp), ikincil yapi1 analizleri bu bolgelerin segment tanima mekanizmalarinda islevsel

olarak rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir.
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RdRp ve CP dizilerine dayali filogenetik analizler, LmPV1’in Alphapartitivirus grubu
icerisinde yer aldigin1 ve en yakin akrabasinin Sarcosphaera coronaria partitivirus
oldugunu ortaya koymustur. RdRp’de %65,22 ve kapsid proteininde %26,53 oraninda
gozlenen benzerlik degerleri, tiir sinirlarinin altinda kalmakta olup (Vainio ve ark., 2018),

LmPV I’in yeni bir partitiviriis tiirlin iyesi olarak degerlendirilmesini desteklemektedir.

Ayrica RdRp proteininde katalitik palm alt bolgesine ait korunmus motiflerin varligi
dogrulanmis olup, bu durum dsRNA viriislerine 6zgii yapisal korunum ile uyumludur (te
Velthuis, 2014). Tiim bu bulgular dogrultusunda, LmPV1 hem Alphapartitivirus cinsine
ait yeni bir tlirin {iyesi olarak tanimlanmakta hem de Lactarius mediterraneensis’ten

bildirilen ilk partitiviriis olma 6zelligini tasimaktadir (Kaliyeva ve Akata vd., 2026).
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