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Yeni Nesil Dizileme Teknolojilerinin Mikovirolojide Uygulanmasi”

Sahra HOSSEINALIZADEH", Serap ACIKGOZ?

Oz: Yeni nesil yiiksek verimli DNA dizileme analizleri 21. yiizyilin baslarinda kullanilabilir hale gelmistir. Bu
dizileme teknolojisi genom karakterizasyonu, metagenetik, metilasyon analizi, kromatinlerin analizi,
mRNA'larin profillenmesi gibi birgok amag i¢in kullanilmaktadir. 2009 yilindan sonra, yeni nesil dizileme
(YND) teknolojileri, viriis /viroid genom dizilemesi, kesfi ve tanisi, ekoloji ve epidemiyoloji, replikasyon ve
transkripsiyon dahil olmak tizere ¢esitli bitki viriislerinde uygulanmistir. Son yillarda bu teknoloji sayesinde
arastiricilar birgok yeni mikoviriisiin tanilanmasint yapmugslardir. Bu derlemede, bazi yeni mikoviriislerin
karakterizasyonu ve tanilanmasinda yeni nesil dizileme teknolojisi (YND) nin kullanilmasiyla ilgili konular ele

almmuistir.

Anahtar Kelimeler: DNA dizileme, Virls, Mikoviris.

Application of Next Generation Sequencing Technologies in Mycovirology

Abstract: High-throughput next generation DNA sequencing analysis became available at the onset of the 21st
century. The sequencing technologies offer novel and rapid ways for genome-wide characterization and profiling
of mRNAs, small RNAs, transcription factor regions, structure of chromatin and DNA methylation patterns,

microbiology and metagenomics. After 2009, new generation sequencing (YND) technologies have been applied
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in various plant virology, including virus/viroid genome sequencing, discovery and diagnosis, ecology and
epidemiology, replication and transcription. In recent years, researchers have identified many new mycoviruses
through this technology. In this review, topics related to the use of new generation sequencing technology

(YND) in characterization and identification of some new mycoviruses are discussed.

Keywords: DNA sequencing, Virus, Mycovirus.

Giris

Virlsler tagidiklar1 genetik sifre ile konukgu hiicrelerde canliliklarimi siirdiirebilirler ancak ¢ogalabilmeleri i¢in
canlt konakgilarin hiicresel mekanizmasina ihtiyaclar1 vardir (Gergerich ve Dolja 2006). Hayvanlar, bitkiler,
mantarlar ve bakteriler dahil olmak Uzere tiim canli organizma tiirleri viriisler i¢in konakgidir (Gergerich ve
Dolja, 2006). Fungal konukcularda bulunan viral yapilara mikoviriis olarak isimlendirilmekte (Son ve ark.,
2015). Mikovirtsler enfekte ettikleri fungal hiicrelerde replike olan ve hiicreler arasinda yayilis gosteren obligat
parazitlerdir. Mikoviriislerin genomlari, DNA ya da RNA’ dan olusan tek sarmalli (ss-single-stranded) ya da
cift-sarmalli (ds-double-stranded) niikleik asitlerden olusmaktadir (Ozkan Kahraman ve Yildiz, 2019; Nuss,
2011).

Mikoviriisler, hiicreler arasi yayilig gosteren obligat parazitlerdir. Bitkide fungusun neden oldugu hastalik
belirtisi ile dogrudan iliskili degil, ancak konukgularinda bazi fenotipik degisikliklere yol agtiklari bilinmektedir
(Aday Kaya ark., 2015). Mikovirisleri fungal konukgularda biiyiime ve gelisme, sporiilasyon, pigmentasyon ve
enzim aktivitelerinde degisikliklere yol agmakta ve mikovirtisleri ile enfekteli fungal izolatlarin viriilensliginin
arttigina ( hipervirtilenslik ) ya da azaldigina (hipoviriilenslik) dair pek ¢ok rapor bulunmaktadir (Dawe ve Nuss,

2001; Nuss, 2005).

flk mikoviriis 1962 yilinda Agaricus bisporus'da A.B.D.’nin Pensilvanya (Pennsylvania) eyaletinde La
France kardeslerin mantar ¢iftliginde ortaya ¢ikarilmis (Ghabrial ve ark., 2015) ve 1962 yilindan bugiine kadar
baz1 bitki fungal hastaliklarda ¢ok sayida mikoviriis arastiricilar taraflarindan saptanmis olup bunlarin bazilar
bitki fungal hastaliklarina karst biyolojik ajan olarak kullanilmaktadir (Ghabrial ve ark., 2015). Uluslararasi
Virlls Taksonomisi Komitesi'nin (ICTV) onuncu raporuna gore, bugiine kadar 250’den fazla mikovirls
genomunun tanisi yapilmig ve 17 familya ayrilmistir (Li ve ark., 2019). Her gegen giin mikoviriislerin sayisi
artmakta ve bunlarin tamilarimin hizli ve giivenilir yontemlerle yapilmasi gerekmektedir. Ge¢mis yillarda
mikoviriislerin tanisinda, fungal viriisler ya da virlis benzeri partikiiller (VPLs), transmission elektron
mikroskobu (TEM) ile gozlemlenmekteydi (Buck, 1986). Ancak virlisiin konsantrasyonu diisiik oldugu
durumlarda viriis partikiillerinin tanilanmasinda TEM ile sorunlar yasanmaktaydi. Ayrica, hiicrede viriis
parcalarina benzer diger yapilarin tanilanmalarinda yanlisliga neden oluyordu. Bu nedenle artik giiniimiizde bitki
fungal etmenlerin misellerindeki mikovirlslerin genomlar1 izole edilerek Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

teknikleri gibi yontemler ile mikoviral genomlar ¢ogaltilarak tanmimlanmasi yapilmaktadir. Ancak bunun
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yapilabilmesi igin oncelikle mikoviriisiin DNA sekans analizinin yapilmas: ardindan primerinin olusturulmasi

gerekmektedir.

Ik DNA sekans analiz yontemlerinden bugiine kadar ¢ok farkli DNA sekans teknikleri bulunmustur. Son
yillarda DNA sekansi i¢in yeni DNA sekanslama teknolojileri ve teknikleri arastiricilar tarafindan gelistirilmistir
(Wu ve ark., 2015). Bu DNA dizi analizi, bir DNA par¢asinda bulunan A, C, G, T niikleotid siralarinin
belirlenmesi olarak tanimlanmaktadir. Elde edilen DNA dizileri genlerin yapist ve genetik kontrol
mekanizmalar1 hakkinda bir¢ok bilgi edinilmesine imkan saglamaktadir. Giintimiize kadar bir¢ok canli tiiriiniin
tim genom haritalar1 tanimlanmis, genlerinin yapisi ve organizasyonu hakkinda 6nemli bilgiler elde edilmistir

(Heather ve Chain, 2016; Kizmaz ve ark., 2017).

[k olarak 1970’li yillarin basinda DNA dizi analizi ile ilgili arastirmalar baslatilmistir. 1977 yilinda birinci
nesil dizileme olarak ifade edilen DNA dizileme yontemlerinden, zincir sonlandirma yontemini Fredrick Sanger
(Sanger ve ark., 1977) ardindan kimyasal yontemi ise Allan M. Maxam ve Walter Gilbert (Maxam ve Gilbert,
1977) gelistirmislerdir. Bunu yar1 otomatik, tam otomatik (Smith ve ark., 1986; Ansorge ve ark., 1987) ve
kapillar DNA sekanslama (Ruiz-Martinez ve ark., 1993) teknikleri takip etmistir.

2000 yilinda tamamlanan insan genom projesinde zincir sonlandirma yontemi kullanilmistir. Sanger dizileme
teknigi ile her ne kadar farkli boyutlardaki DNA fragmanlarimin dizilenmesi yapilsa da yiiksek maliyetler
karsiliginda uzun siirelerde diisiik ¢giktilar vermesi nedeniyle (Tasar ve ark., 2018), son yillarda Pirodizileme
(Pyrosequencing) (Eriksson ve ark., 2004) yontemi ile baslayan ve giliniimiizde birgok arastirict tarafindan
kullanilan yeni nesil DNA dizileme teknolojilerine yonelik uygulamalar baslatilmistir. 2005 yilinda Solexa /
[llumina tarafindan 6ne siiriilmiis olan yeni nesil dizileme yontemleri yiliksek verimlilik, ¢ok sayida analiz ve
diistik maliyetler gibi avantajlar1 beraberlerinde getirmislerdir. DNA dizileme teknolojiler sayesinde yiiksek
dogrulukla, ultra hizli olarak, dizileme yapabilme kapasiteleri sayesinde transkriptom analizi, ploidi seviyesinin
belirlenmesi, molekiiler markir gelistirme ve mRNA profilinin belirlenmesi gibi bircok c¢alisma da
yapilabilmektedir (Donmez ve ark., 2015). Prensip olarak Sanger dizilemede kapiller elektroforezi uygulanarak
genomik DNA pargalara ayrilir ve her bir pargadaki bazlar, pargalar kalip DNA zincirine baglandiginda yayilan
sinyallere gore tanimlama yapilmaktadir. Yeni nesil dizileme (YND) teknigi Sanger dizilemeye gore daha ucuz
ve dogruluk orani daha yiiksek olup kisa siirede daha fazla dizileme yapilabilme kapasitesine sahiptir (Prabha ve
ark., 2013). Giiniimiizde pek ¢ok arastirict YND tekniklerini kullanarak hizli ve kolayca yeni bitki viriis hastalik
etmeni genomlarinin tanilanmasini yapmiglardir (Kehoe ve ark., 2014).

YND veri ve analiz teknikleri, viral evrim, ekoloji, epidemiyoloji, genomik cesitlilik ve viriisler ile
konukgularin arasindaki iligkiler gibi alanlarda arastirmalar yapilmasina imkan tanimistir (Zhang ve ark., 2018).

Son yillarda arastiricilar dsRNA, total RNA veya kiiciik RNA’lar gibi farkli genom sablonlarimi kullanarak
YND teknikleri sayesinde bazi bitki fungal hastalik etmenlerinde bulunan yeni mikoviriislerin tanimlanmasi ve
karakterizasyonunu giivenilir ve hizli bir sekilde yapabilmislerdir (Bartholomaus ve ark., 2016; Donaire ve ark.,
2016; Khalifa ve ark., 2016; Marzano ve ark., 2016; Khalifa ve MacDiarmid, 2019). Mikovirusler ile ilgili

boylesi hizli ve giivenilir tan1 yontemlerine gerek duyulmasinin bir nedeni de bazi mikoviriislerin fungal
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etmenlerin biyolojik miicadelesinde kullanilabilir olmasindan kaynaklanmaktadir. Buna en iyi 6rnek ise Kestane
kanserine neden olan Cryphonectria parasitica ya karsi biyolojik ajan olarak hypoviriislerin kullanilmasidir
(Milgroom ve Cortesi, 2004). Giiniimiizde yogun kimyasal kullanim1 sonucunda dogal denge tahrip olmus, ¢evre
ve insan sagligt her gecen giin biraz daha tehdit altina girmistir (Akbudak ve Tezcan, 2006). Uzun siiredir
uygulanan kimyasal miicadele sonucu ortaya ¢ikan ciddi sorunlardan dolay: alternatif yontemler gelistirilmeye
baslanmistir. Tiim bu sorunlar karsisinda dogal dengenin korunmasini sagliyan ve cevre dostu biyolojik
miicadele uygulamalarina insan sagligi yoniinden ¢ok 6nem verilmektedir. Yakin bir gelecekte pek cok bitki
fungal hastaliginin kontrolinde mikoviriislerin kullanimmin daha da yaygimlasmas: beklenmektedir. Bu

derlemede YND ile yeni mikoviriislerin tanilanmastyla ilgili bazi ¢aligmalar ele alinip anlatilmistir.

Yeni Nesil DNA Dizileme Teknikleri (YND)

2000 yilinda Lynx Therapeutics (USA) firmas1 Massively Parallel Signature Sequencing (MPSS) yontemini
kullanarak ilk Yeni Nesil Dizileme teknolojisi-YND (Next Generation Sequencing- NGS) baglatan firma olmus
ve daha sonra bu firma Illumina (USA) tarafindan satin alinmigtir. 2004 yillinda 454 Life Sciences Roche (Basel,
Switzerland) firmas1 pirodizileme kimyasina dayali YND teknolojilerinin ikincisi kullanmaya sunmustur. Bu
teknoloji baz bagina maliyet ve dizin okuma uzunlugu acisindan Sanger’e gore daha avantajlidir ve diger YND
teknolojileri  (Illumina ve SOLID) ile karsilagtirildiginda bu 6zellikler yoniinden birbirine benzerlik
gostermektedir (Cock ve ark., 2010 ve Kulski, 2015). 2007 yilinda Solexa GA firmasi tarafindan gelistirilen
[llumina’nin genom sentez dizileme (http://www.illumina.com) sistemi her ¢aligmada 50 milyar baza (Bbp)
kadar okuma yapilabilmekte ve en son modeli her ¢alismada 85 bp’e ulagilabilmistir (Kulski, 2015). 21. Yiizyilin
en 6nemli molekiiler biyoloji araglarindan biri olan YND yiiksek verim ve diisiik maliyeti sayesinde geleneksel
Sanger dizileme yonteminin yerini almigtir. Yeni nesil DNA dizileme teknolojisi 2000 yilinin ikinci yarisindan
itibaren yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Son yillarda gelistirilen diger YND sistemleri arasinda yer alan;
Helicos sequencer (http://www.helicosbio.com/), Life Technologies lon Torrent PGM sequencer
(http://lwww.iontorrent.com), Pacific Biosciences (http://www.pacifichio sciences.com/) single molecule real-
time (smrt) sequencer ve Oxford Technologies Nanopore (Oxford, UK) single molecule sequencer sistemleri

kullanima sunulmustur (Ion-Torrent, 2017; PacBio, 2017; Nanopore, 2017; Kizmaz ve ark., 2017).

YND Teknolojilerinin Viruslerin ve Mikoviriislerin Tanilanmasinda Kullanim

YND ile bitki tiim viral genom dizilemesi 2009 yilinda Adams ve ark. (2009), tarafindan gergeklestirilmistir.
Aragstiricilar Pepino mosaic potexvirus (PepMV) enfekteli domates bitkisinden elde ettikleri total RNA
kullanilarak yontemi uygulamislardir. Daha sonra Liatris spicata bitkisinden izole edilen bilinmeyen bir patojen
Gomphrena globosa’ya aktarilmig ve bu bitkinin ‘Gayfeather mild mottle virus’ olarak adlandirilan yeni bir

Cucumovirus ile enfekteli oldugu belirlenmistir (Adams ve ark., 2009). Adams ve ark., (2013), .Maize chlorotic
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mottle virus (MCMV) ve Sugarcane mosaic virus (SCMV)’unun genomlarinin tanilanmasi ve karakterizasyonu
icin YND uygulanmis ve yontemin viral etmenlerin hizli tanilanmasi i¢in uygun bir teknik oldugunu ifade
etmiglerdir. Kreuze ve ark. (2009), YND ile viriis enfekteli simptomsuz tath patateslerden kiiciik RNA’ larin

deep sequencing’i ile tiim genom dizilemesini yapmuslardir.

Coctzee ve ark. (2010), Giiney Afrika bag alanlarindan toplanan asma viriis 6rneklerinden dsRNA analizi
yaparak dsRNA viriislerini izole etmisler ve deep sequencing (Illumina Genome Analyzer II sentezleme) analiz
yontemi ile dsRNA viriislerinin tiim genom dizilemesini yapmisladir. Sekans sonucunda Closteroviridae ve
Betaflexiviridae familyalarinda yer alan Grapevine leafroll-associated virus 3, Grapevine rupestris stem pitting-
associated viriis, Grapevine virus A ve Grapevine virus E virlislerini tespit etmislerdir. Ayrica Chrysoviridae
familyasindan olan ve Penicillium chrysogenum virus’a benzer bir viriis daha saptamiglardir. Devam eden
siirecte YND yontemi kisa siirede bitki viriis genomlarinin dizilemesi i¢in popiiler bir ydontem haline gelmistir.
Nitekim baglarda diisiik miktarda viriis enfeksiyonlar1 da dahil olmak {izere agronomik 6nemdeki viriislerin
saptanmasinda standart biyolojik testlerin yerine yeni nesil dizileme analizinin kullanilmasinin daha iyi sonug
verdigi belirlenmistir (Al Rwahnih ve ark., 2015). Hadidi ve ark. (2016), 2009 yilindan beri bitki virolojisinde
uygulanmakta olan YND’ nin kiigiik RNAs, RNA-DNA bitki virus ve viroid genomlarini hizli, giivenli ve diisiik
maliyetle sekanslama olanagini sundugunu vurgulamislardir. Bu yontem hizli ve giivenilir olmasi nedeniyle kisa
stirede daha once bilinmeyen patojenlerin ve viral genomlarin dizilenmesine olanak vermis ve genom dizileme
siirecinin hizlandirilmasin1 da saglamistir (Hadidi ve ark., 2016). Maize chlorotic mottle virus (MCMV) ve
Sugarcane mosaic virus (SCMV)’ unun genomlarinin tanilanmasi ve karakterizasyonu i¢in YND uygulanmis ve

yontemin viral etmenlerin hizli tanilanmasi i¢in uygun bir teknik oldugu ifade edilmistir (Adams ve ark., 2013).

Daha sonra bircok arastirict YND teknolojilerini kullanilarak farkli bitki fungal hastalik etmenlerinde
bulunan bazi mikoviriisleri giivenilir ve hizli bir sekilde tanilanmasini yapmislar (Marvelli ve ark., 2014;
Bartholomaus ve ark., 2016; Pandey ve ark., 2018; Wang ve ark., 2019; Li ve ark., 2020; Yao ve ark., 2020) ve

bunlar kronolojik sira ile Tablo 1°de listelenmistir.

Al Rwahnih ve ark. (2011), asma surgin Orneklerinden elde edilen dsRNA'larin 454 high-throughput
sekanslarini karakterize etmisler ve fungal viriislere benzeyen dizi setleri elde etmiglerdir. Asma drneklerinden
bilinen tim mikoviral familyalarin yarisint temsil eden 26 fungal viriis grubu tanimlamislardir. Bu
mikoviriislerin ti¢iiniin asmalarda yaygin olarak goriilen Botrytis cinerea ile iliskili oldugu tesbit edilmis ancak

digerlerinin ¢gogu tanimlanmamistir (Tablo 1).

Espach (2013), asma bitkisinde kok ciliriikliigii hastalifi etmenlerinden Chalara elegans ve Sclerotinia
sclerotiorum izolatlarindan Valverde ve ark. (1990), nin yontemine goére dsRNA izole etmisler ve ScriptSeq ™
v2 RNA-Seq cDNA kiti (Epicenter) ile random hexamer primeri kullanilarak cDNA kiitliphanesi sentezlemisler
ve bunu takiben YND (Illumina HiScanSQ) yontemi ile dizi analizi yapmuslardir. Ardindan bu mikoviriislerin
NCBI’da Endornavirus cinsinde Chalara elegans endornavirus 1-(CeEV-1) ve Sclerotinia sclerotiorum
partitivirus S-like olduklarini belirlemiglerdir (Tablo 1). Ayrica bu mikoviriislerin ORF (ORF finder) tanisi ve

protein alan1 belirlemek icin NCBI programi kullanilmistir. Bu yeni Endornavirus’iin RdRp sekanslari, sekans
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bilgisi diger bilinen 15 Endornavirus ile karsilastirilarak 1000 bootstrap yinelemeli olarak UPGMA yontemi ile

filogenetik agacini olusturmuslardir.

Bartholomaus ve ark. (2016), seker pancarinda kdk ¢iiriikliigii hastaligina neden olan Rhizoctania solani
izolatindan izole edilen dSRNA’nin ¢cDNA kiitiiphanesi ulusturarak Deep Sequencing analiz yontemleri ile dizi
sekanslamasi yapmuslardir. Dizi sekanslama yaklagik 500 bp mesafe aralifina sahip bir ¢ift uclu sekanslama
caligsmasi (2 x 300 bp) ile Illumina MiSeq sistemi iizerinde kurulmustur. Elde edilen veriler European Nucleotide
Archive (ENA) sistemine ve NCBI’a kaydedilmis ve c¢alisma sonucunda Narnaviridae, Endornaviridae,

Partitiviridae, Megabirnaviridae ve Tymovirales familyalarina ait 17 farkli mikoviriis saptanmustir.
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Asma fungal hastaliklar1 tizerinde yapilan bagka bir calismada; asmada kursuni kiif hastaliina neden olan
Botrytis cinerea izolatindan total RNA izole edilerek YND dizileme teknikleri (Illumina platformu HiSeq2000)
kullanilarak ¢cDNA kiitiiphanesi ve DNA sekanslamasi yapilmis ve biyoinformatik analizler sonrast Emaravirus
cinsi ve Bunyaviridae familyasindan olan yeni mikoviriis, Botrytis cinerea negative-stranded RNA virus 1
sekans verileri Gen bankasina kaydedilmistir (Donaire ve ark., 2016). Fusarium virguliforme soya fasulyesinde
ani 6lim sendromuna (Sudden death syndrome (SDS)) neden olmakta ve % 80'e kadar soya verimini
azaltilmasina yola agmaktadir. Marvelli ve ark. (2014), F. virguliforme dan yeni mikoviriislerin tanilanmasi ve
bu mikoviriislerin hastaliga karst kullanilmasiyla ilgili ¢alismalar yapmislardir. Yapilan ¢aligmada ABD’nin
Ohio eyaletinden izole edilen 44 fungal izolattan dsRNA lar elde edilmis ve Illumina HiSeq 2000 (Illumina, Inc.,
San Diego, CA) ile sekanslama yapilarak Fusarium virguliforme dsSRNA mycovirus 1 ve Fusarium virguliforme
dsRNA mycovirus 2 tespit edilmistir (Tablo 1). Calisma sonucunda bu yeni mikoviriislerin F. virguliforme’a

kars1 biyolojik ajan olarak kullanilabilecegini bildirmislerdir (Marvelli ve ark., 2014).

Khalifa ve ark. (2016), beyaz c¢iiriikliik hastalig1 etmeni Sclerotinia sclerotiorum‘un bes izolatindan dSRNA
mikoviral genomunu izole ederek tiim genom sekanslamasi i¢in Illumina sekanslama teknigini kullanmislar ve
elde edilen sonuglart Sanger sekanslama ile karsilagtirmiglardir. Ayni 6rneklerden Sanger sekanslamasi ile dokuz
mikoviral (Tablo 1) genom tespit ederken, Illumina sekanslamasi ile ayni1 dokuz viriise ilave olarak bir viriis
daha tespit etmislerdir. Calisma sonucunda Illumina sekanslamasi ile elde edilen genom sekanslarin % 99.3-100
oraninda Sanger sekanslamasi ile aymi oldugunu ve bu nedenle, YND yontemi ile elde edilen sekanslama

sonuglarinin giivenilir ve dogru oldugunu ifade etmislerdir (Khalifa ve ark., 2016).

Avustralyanin farkli tarim bdlgelerinde gesitli tarim trlinlerinin yetistiriciligi yapilan alanlardan, Mu ve ark.
(2018), toplam 84 adet S. sclerotiorum izolatindan elde edilen total RNA’lardan ¢DNA kiitiiphanesini
TruSeqTM RNA Sample Prep Kit (lllumina, RS-122-2001) kullanarak olusturmuslar ve ardindan Shanghai
Biotechnology Corporation tarafindan Illumina MiSeq 2000/2500'de teknikleri ile sekanslama yapmiglardir.
Sekans sonuclarimi NCBI veri tabani kullanilarak BLASTp analizi etmigler ve 10 farkli mikoviriis familyasina ait
57 mikoviriisiin tiim genomlari ¢ikartmislardir. Bu 57 mikoviriisiin (Tablo 1) 34'inii (%59,6) yeni mikoviriisler
olarak kayit etmislerdir (Mu ve ark., 2018). Turunglarda hasat sonrasi {iriin kayiplarina neden olan Penicillium
digitatum ve Penicillium italicum ‘a kars1 mikoviriislerin biyolojik ajani olarak kullanilmasi ile ilgili Niu ve ark.
(2018), Cin’de g¢alisma yapmislardir. Calismada YND yontemlerinde Illumina platformlarint kullanilarak P.
digitatum fungal etmeninden Penicillium digitatum polymycovirus 1 (PdPmV1) ve Penicillium digitatum Narna-
like virus 1 (PANLV1) iki yeni mikoviriislerini saptamiglardir (Tablo 1). Bu yeni mikoviriisler biyolojik ajani
olarak fungal etmenin viriilensligini azalttigini bildirmislerdir (Niu ve ark., 2018). Asmalarda kiillemeye neden
olan Erysiphe necator mikoviriis varlig1 yoniinden Pandey ve ark. (2018), ABD de arastirma yapmuslar ve E.
necator izolatlarindan elde ettikleri dsRNA’lar1 Illumina Hi Seq 2000 platformu kullanarak yiiksek verimli
sekanslama (high-throughput sequencing) ile dizi analizi yapmislar ve Erysiphe necator partitivirus 1, 2 ve 3
(EnPV 1-3) ve Erysiphe necator mitovirus 1, 2, ve 3 (EnMV 1-3) diye adlanlandirdiklar1 yeni 6 mikoviriis
(Tablo 1) saptamiglardir (Pandey ve ark., 2018).
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Podosphaera prunicola birgok tatli kiraz yetistirici yapilan bolgelerde kiif hastaligina neden olmaktadir.
Pandey ve ark. (2018), P. prunicola izolatlarindan dsRNA mikoviriislerini saptamiglar ve ardindan YND
(Mlumina Hi Seq 2000 platform) teknigi kullanarak sekans analizi yapmigslar ve toplam 8 adet Podosphaera
prunicola virus sequence 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 ve 8 (Tablo 1) olarak isimlendirilen yeni mikovirusleri saptamislardir.
Ayrica bu yeni mikovirlisleri Sanger sekanslama kullanarak daha once tanimlanmasi yapilan diger
mikoviriislerle karsilagtirmiglar ve bdylece YND verilerini dogrulamiglardir. Bu ¢aligma ile ayni zamanda,
YND'nin biyoinformatik programlarla kombinasyonu halinde yiksek verimli sekanslama icin 0Once
zenginlestirme stratejileri olmadan mikoviriisler ile iligkili virlisleri tarafsiz bir sekilde tanimlanmasinin

yapabildigini ifade etmislerdir (Pandey ve ark., 2018).

Yeni Zelanda’da 2019 yillinda Khalifa ve MacDiarmid (2019), tek bir toprak drneginden Trichoderma
koningiopsis (Mgl0) ve Clonostachys rosea (Mg06) izolatlar1 elde etmisler ve taksonomik olarak farkli bu iki
fungal etmenden ayn1 dsRNA elementini (dsSRNA-L ve dsRNA-S) izole etmislerdir. izole edilen dsRNA-L’nin
tim genom sekanslamasi Illumina HiSeq2000 platformu kullanilarak Macrogen Inc. (Seul, Giiney Kore)
tarafindan sekanslanmistir. Genom sekanslama sonucunda 4712 niikleotid (nt) uzunlugunda ve Totiviriislere
benzer proteinleri kodlayan st Uste gelmeyen iki ag¢ik okuma g¢ergevesi (ORF) igeren, Trichoderma koningiopsis
totivirus 1 (TkTV1 / Mgl0) (Tablo 1) olarak adlandirilan yeni bir mikoviriis saptanmis ve ardindan sonuglar
Sanger sekanslama ile dogrulanmigdir (Khalifa ve MacDiarmid, 2019). Chun ve ark. (2019), Trichoderma
atroviridle NFCF394 ‘dan yeni bir mikoviriisii (dsSRNA) YND teknikleri ile tamimlayarak molekiiler
karakterizasyonunu yapmuslardir. Arastirmacilar izole edilen dsRNA’yi, Illumina HiSeq 2000 platformu
(Macrogen Inc., Seoul, Kore) kullanilarak cDNA kiitiiphane ve genom dizilemesi yapmislar ve filogenetik analiz
sonucunda Partitiviridae familyasindan Alphapartitivirus cinsinden, Trichoderma atroviride partitivirus 1

(TaPV1) (Tablo 1) isimli yeni bir mikoviriisii saptamislardir.

Cin’de orman ve ¢im alanlarindan 2014-2016 yillar1 arasinda Liu ve ark. (2019), tarafindan toplam 150
Trichoderma spp. izole edilerek bu tiirlerde dsRNA’nin varligt dsRNA analizleri ile gerceklestirilmistir. T.
harzianum 525 den elde ettikleri 3 kb agirligindaki dsSRNA profilini jel elektroforezde goriintiilemislerdir. Bu
dsRNA lar, yiiksek verimli sekanslama (Illumina HiSeq 2000/2500) ile sekanslanmis ve sekans verileri NCBI ve
BLAST programi kullanarak kontrol edilmistir.  Ardindan Maximum likelihood kullanarak elde edilen
filogenetik agaca bu yeni mikoviriisin Trichoderma harzianum mycovirus 1 (ThMV1) (Tablo 1) olarak

kaydedilmesini saglamislardir (Liu ve ark., 2019).

Shamsi ve ark. (2019), Pakistanda domateslerde erken yaniklik hastali§ina neden olan Alternaria alternata
izolatlarindan elde ettikleri dsRNA’y1t YND yontemini kullanarak DNA sekans analizlerini yapmiglardir.
Arastiricilar DNA sekans sonucunda Botybirnavirus cinsine ait olan Altenaria alternata botybirnavirus 1
(AaBbV1) (Tablo 1) olarak adlandirilan yeni bir mikoviriisii saptamislardir (Shamsi ve ark., 2019). Cam
agaclarinda beyaz ¢am pasina neden olan Cronartium ribicola dan yeni bir dSRNA mikoviriisii YND teknigi ile
saptanmig ve karakterizasyonu yapilmistir (Liu ve ark., 2019). Caligmada, Totiviridae familyasinda yer alan
Cronartium ribicola totivirus 1-5 (CrTV1 ila CrTV5) (Tablo 1) olarak adlandirilan bes yeni dsRNA
saptanmiglardir (Liu ve ark., 2019).
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Yukarida anlatilan arastirmalarda da gortilecegi tizere YND yontemleri ile virlis ve mikoviriiselere ait daha
once tanimlanan genom verilerine gerek kalmadan yeni viral ve mikoviral genomlarin tanilanmasi
gerceklestirilmektedir. Diisiik konsantrasyona sahip viriis ve mikoviriislerin kolay ve hizli bir sekilde tanilanmasi

muimkin olabilmektedir.

Ayrica YND yontemleri daha 6nce tanimlanmig ve yeni tanilanan mikoviral genomlarda mutasyon, filogeni,
evrim ve rekombinasyonlarini takip etmeyi saglamasinin yanisira mikoviriislerin konukgu veya ekosistem ile
etkilesimi gibi bilgi olanaklarmi da saglamaktadirlar. Jo ve ark. (2020), bu yeni tekniklerin diger tam

tekniklerine gore daha giivenilir bir sekilde gelecekte daha ¢ok kullanilacagini ifade etmistir.

Sonug

1950’li yillardan itibaren DNA ve RNA molekiillerinin canlilarda yasam fonksiyonlarindaki &neminin
anlasilmastyla ile genom calismalari 6n plana ¢ikmis ve gecmisten giiniimiize kadar bir¢ok farkli DNA dizileme
teknikleri kullanilarak analizleri yapilmistir. Ancak ge¢miste kullanilan DNA dizileme yontemleri zaman alic,
yogun emek gerektiren ve pahali yontemler oldugu i¢in son 10-15 yil icerisinde arastirmacilar daha ucuz, daha
hizli ve daha duyarli yontemler gelistirmeyi hedeflemislerdir. Gliniimiizde ise farkli yeni nesil dizileme
platformlar1 ulasilabilir duruma gelmistir. 2000’1i yillarin bagindan bu yana farklit DNA dizileme teknikleri ve
cihazlan gelistirilmistir. Bu sistemlerin sayesinde genomik alanda yapilan ¢aligmalar hiz kazanmis ve niikleotit
basina dizileme maliyetini dnemli dl¢lide diigiirmiistiir.

2009 yillindan bu yana gelismis biyoinformatiklerle birlestirilmis YND teknolojileri, 6zellikle genom
dizileme, saptama ve tamimlama, transkriptomik, replikasyon, ekoloji ve epidemiyoloji alanlarinda bitki

viris/mikoviriis etmenlerinde de basariyla kullanilmaktadir.

Bilinen ve yeni bitki RNA ve DNA virUsleri ve satellite virusler, viroid’ler ve fitoplazmalar bu teknolojiler

kullanilarak basartyla incelenmislerdir.

YND tekniklerin gelismesiyle birlikte son yillarda birgok arastirmaci yeni mikoviriislerin tanilanmasi ve
karakterizasyonunu illumina dizileme platformlarin1 kullanarak yapmuslardir (Tablo 1). Bu teknolojiler
sayesinde bircok yeni mikoviriisiin tanilanmasi giivenilir ve hizli bir sekilde miimkiin olmus ve mikoviriislerin
taksonomisine de katki saglamistir. Gelecek yillarda hizla gelisen bu teknoloji sayesinde yeni mikoviriisler

tanilanarak bunlarin biyolojik ajan olarak kullanilmast ile ilgili yeni ¢alismalarin yapilmasi umut vadetmektedir.

Tesekkiir Bilgi Notu

Bu derleme yayin etigine uymakta ve etik kurul onay1 gerektirmemektedir. Makalede yazarlar arasinda herhangi
bir potansiyel ¢ikar ¢atismasi bulunmamaktadir. Yayinda 1. yazar %70 oraninda ve 2. yazar %30 oraninda katki

saglamistir ve yazarlar arasinda her hangi bir ¢ikar catigmasi bulunmamaktadir.
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