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Ozet
IWan Yiiziincii Yil Patates virus S (PVS) diinya ¢apinda yaygin olan virlislerden biridir ve
Universitesi, Ziraat Fakilltesi, patates bitkilerinde genellikle orta diizeyde simptomlar olusturur. Viral
?gfﬁi}iomma Boliimd, Van, proteinlerin konakgilariyla etkilesimleri basarili bir enfeksiyon olusturmada

ve sistemik yayilmay1 saglamada olduk¢a 6nemlidir. Bu ¢alismada PVS’niin
*Van Yiiziincii Y1l Universitesi, Fen | ji]1f proteini (CP) ve patates bitkisi tarafindan kodlanan savunma sisteminde
Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji ve .. .. . ..
Genetik Boliimii, Van, Tiirkiye yer alan PSH-RGH6 proteini arasindaki interaksiyon homoloji modelleme ve
protein-protein docking yaklasimi kullanilarak arastirilmistir. PVS-Bitlis
Sorumlu Yazar

Serap DEMIREL, Yitziincii izolatimin CP geni gen spesifik primerler kullanilarak RT-PCR ile ¢ogaltild.

Y1l Universitesi, Fen Ilgili gen pGEM-T Easy vektdre klonland1 ve PVS-Bitlis CP genini tasiyan
Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji plazmid sekanslandi. Elde edilen sekansa ait amino ait dizisi kullanilarak I-
ve Genetik Boliimii, Van, ile h ot . . deli ol ldu. PSH-RGH6
Tiirkiye TASSER programi ile homolojiye ait protein modeli olusturuldu. -

Email: proteini i¢in Swiss-model programi kullanilarak proteine ait model
serapdemirel@yyu.edu.tr olusturuldu. Her iki proteine ait modeller arasinda interaksiyon Chimera 1.15
Bu calisma Giiliistan programinda AutoDock yaklasimi ile arastirildi. Docking sonucuna gore
Forklm?‘z’_m Doktora tezinden PVS-Bitlis CP ve PSH-RGH6 proteinleri arasinda interaksiyon varligi
uretilmistir.

belirlenmis olup bu interaksiyonun ayritili analizler ile dogrulanmasi
gerekmektedir.
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In Silico Characterization of Coat Protein of PVS-Bitlis Isolate and Docking Analysis with Host
Protein

Abstract

Potato virus S (PVS) is one of the common viruses worldwide and usually
produces moderate symptoms in potato plants. The interactions of viral
proteins with their hosts are very important in establishing a successful
infection and ensuring systemic spread. In this study, the interaction between
the PVS coat protein (CP) and the PSH-RGHG6 protein in the defense system
encoded by the potato plant was investigated using homology modeling and
protein-protein docking approach. The CP gene of the PVS-Bitlis isolate was
amplified by RT-PCR using gene-specific primers. The gene of interest was
cloned into the pPGEM-T Easy vector and the plasmid carrying the PVS-Bitlis
CP gene was sequenced. By using the amino subsequence of the obtained
sequence, I-TASSER program created a protein model based on homology.
For the PSH-RGH6 protein, a model of the protein was created using the
Swiss-model program. The interaction among both proteins was investigated
with the AutoDock approach in Chimera 1.15 program. According to the
docking results, the existence of interaction between PVS-Bitlis CP and PSH-
RGH6 proteins has been determined and this interaction needs to be
confirmed with further analysis.
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GIRIS

Patates bitkisi yaklasik 37 bitki viriisii tarafindan enfekte edilmektedir (Valkonen, 2007). Potato
virus Y (PVY) ve Potato leaf roll virus (PLRV) diinya ¢apinda patetes bitkisini enfekte eden iki dnemli
viriis iken, Potato virus X (PVX), Patoto virus A (PVA), Alfalfa mosaic virus (AMV), Potota mop-top
virus (PMVT) ve Beet curly top virus (BCTV) gibi farkli familyadaki viriisler tarafindan da pateses
bitkileri enfekte edilmektedir (Kreuze ve ark., 2020). PVY, PLRV, PVS, ve AMV gibi bazi viriislerin
Tiirkiye’de patateslerde varligi farkli arastirmacilar tarafindan bildirilmistir (Yilmaz ve ark., 1990;
Topkaya, 2020; Bostan ve Haliloglu, 2004; Sertkaya ve ark., 2017). Betaflexiviridae familyasinin
Carlavirus cinsinin bir iiyesi olan Patates viriis S (Potato virus S: PVS) patates bitkilerini diinya
capinda enfekte eden yaygin virlislerden biridir (Gutiérrez ve ark., 2013). PVS tek basina patates
bitkisinde tuber boyutunda azalmalara neden olurken, sebep oldugu verim kaybi az olmasina ragmen
%20’lere kadar ulasabilmektedir (Loebenstein ve ark., 2001). PVS genellikle patates bitkilerinde orta
derecede simptomlara neden olurken bazen simptom gostermeksizin de patates bitkilerini latent
olarakta enfekte etmektedir (Lin ve ark., 2014). PVS patates bitkilerinde yapraklarda klorotik
beneklenme ve alt yaprak yiizeyinde burusukluga neden olurken, PVS’nin bazi izolatlar1 Petland
Javelin gibi duyarli patates cesitleri iizerinde ¢ok gii¢lii simptomlara neden olmaktadir (Salari ve ark.,
2011; Rose, 1983).

PVS 3’ ucunda bir poli A kuyrugu ve 5’ ucu bagliklt (cappped) yaklasik 8.5 kb’lik tek iplikli
pozitif-sens genomik RNA’ya sahiptir (Matousek ve ark., 2005). Genom 34 kDa’lik bir kilif proteini
(CP) ile kapsidlenmistir (Monis ve ark., 1987; Foster, 1992). PVS, Myzus persicae, Rhopalosiphum
padi, Aphis fabae ve A. nasturtii de dahil olmak iizere bir¢ok yaprak biti tiirii tarafindan kalic1 olmayan
(non-persistent) tarzda taginmaktadir (Jones, 1980). Ancak mekanik yollarla veya vejetatif iireme ile
etkili bir sekilde tagindig1 rapor edilmistir (Stevenson ve ark., 2001).

PVS’nin simdiye kadar PVS® (ordinary) ve PVS# (Andean) olmak iizere iki irki tanimlanmustir.
PVSO® Chenopodium tiirlerinde sistemik olmayan enfeksiyona neden olurken, PVSA ise sadece lokal
lezyonlar ile sistemik enfeksiyona yol agmaktadir (Foster ve Mills, 1992). Bu farklilik PVS
genomunda N-terminalde 7-kDa proteini kodlayan bolge, CP’nini kodlayan bolge (kilif proteini) ve 3°
ucunda 11-kDa’luk proteini kodlayan bolgedeki baz degisimlerinden kaynaklanmaktadir (Cox ve
Jones, 2010).

Bitkiler, patojen tiirevli efektorlerin taninmasi iizerine konakg¢iya 6zgii savunma tepkilerini
tetikleyen, dayaniklilik (R) genleri tarafindan kodlanan hiicre dist ve hiicre i¢i bagisiklik
reseptorlerinden olusan hiicre otonom ¢ok katmanli bir bagisiklik sistemi gelistirmistir (Dodds ve
Rathjen, 2010). Bilinen R genlerinin ¢ogu patojenin direkt ya da indirekt olarak taninmasindan
sorumlu niikleotit baglanma dizisi (nucleotide-binding site; NB), ldsince zengin tekrar domaini
(leucine-rich-repeat domain; LRR) ve sarmal bobin domaini (coiled-coil domain) i¢eren hiicre i¢i NB-
LRR reseptorlerini kodlamaktadir (DeYoung ve Innes, 2006). Gpa2 ve Rxl patatesin ayn1 R gen
kiimesinde yer alan CC-NB-LRR’ye oldukc¢a benzer iki gendir (Slootweg ve ark., 2017). Rx1 geninin
Potato virus X (PVX)’e kars1 dayaniklilik sagladigi farkli arastirmacilar tarafindan bildirilmistir
(Bendahmane ve ark., 1999; Van Der Vossen ve ark., 2000).

Son yillarda gelisen teknoloji ile birlikte viriis ve bitki arasindaki rakabetin molekiiler diizeyde
anlasilmasi virlislere dayanikli bitkilerin gelistirilmesi i¢in bitki 1slah programlarina yeni stratejilerin
kazandirilmasina olanak saglamistir (Akhter ve ark., 2021). Bir¢ok arastirma viriis tarafindan kodlanan
proteinler ile konuk¢u bitki tarafindan kodlanan proteinler arasindaki etkilesimin konukcu
dayanikliligini arttirdigini ortaya koymustur (Maiti ve ark., 2012; Uchiyama ve ark., 2014; Koeda ve
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ark., 2021). Bilgisayar tabanli teknoloji ile birlikte biyoinformatik yaklasimlari igerisine alan in silico
analizler bircok organizmaya ait niikleotit veya protein sekans verilerinin kullanimima olanak
saglayarak genlerin fonksiyonlarinin anlasilmasina, yeni genlerin ortaya ¢ikarilmasina ya da molekiiler
arasi etkilesimin belirlenmesine olanak saglamaktadir (Demirel, 2021). Farkli arastirmacilar ¢esitli
viriislerin kilif proteini ile R genleri arasindaki etkilesim sayesinde bitkide patojene karst dayaniklilik
saglandigini ortaya koymustur. Bu ¢aligmada patates bitkisini dogal olarak enfekte eden PVS’nin kilif
proteini ve konukc¢usu oldugu patetes bitkisi tarafindan kodlanan Rx1/Gpa2 resistance-like protein
grubundan olan PSH-RGH6 direng proteini arasindaki etkilesim arastirilmis olup, PVS’nin kilif
proteinine ait bazi biyoinformatik analizler gergeklestirilmistir.

MATERYAL ve METOT
Bitki materyali ve Total RNA ekstraksiyonu

Tiirkiye’nin Bitlis ili Ahlat ilgesinden virlis simptomu gosteren ve gOstermeyen patates
bitkilerinin yapraklar1 toplanarak soguk zincir igerisinde Van Yiiziincii Yil Universitesi, Ziraat
Fakiiltesi, Bitki Koruma Boliimii Viroloji laboratuvarina getirilerek kullanilincaya kadar -20 °C’de
muhafaza edilmistir. Yapraklardan total RNA izolasyonu Foissac ve ark. (2001) tarafindan gelistirilen
silika temelli metoda gore gerceklestirilmistir.

PVS kilif protein (CP) geninin ¢ogaltilmasi ve klonlanmasi

cDNA sentezi daha once elde edilen total RNA kullanilarak ticari kit prosediiriine gore
gerceklestirildi (RevertAid First Strand cDNA kit, Vilnius, Thermo-Fermantas). Gen spesifik PVS-CP
F-5’CCTTTAGGTTCACAGGTAA-3" ve PVS-CP R-5’TCATTGGTTGATCGCATT-3" primerler,
PVS CP geninin ¢ogaltilmasi i¢in kullanildi. PCR reaksiyonu toplam 50 pl hacimde gerceklestirildi; 1
ul Forward primer, 1 pl Revers primer, 5 pl 10X reaksiyon buffer, 1 pl dNTPs (10 mM), 4 ul MgClo,
3 ul cDNA, 0.5 Thermo Taq DNA polimeraz ve 34.5 pl niikleaz igermeyen ddH>O. PCR reaksiyonu
dongii kosullar1 sirastyla; 1 dongii 94 °C’de 2 dk 6n denaturasyon ile baslayarak 35 dongii 94 °C’de 30
sn denaturasyon, 55 °C’de 30 sn baglanma, 72 °C’de 30 sn uzama olacak sekilde ve son olarak 1
dongii 72 °C’de uzama seklinde gergeklestirildi. Reaksiyon sonunda PCR firiinleri %1°lik (w/v) agaroz
jel elektroforezinde kosturuldu ve beklenen bant uzunlugu jelden kesilerek Genelet agaroz jel
ektraksiyon kiti ile saflagtirildi (Kat. No: K0691, Thermo). Saflagtirilan DNA parcalar1 pGEM-T Easy
vektore tretici firmanin belirttigi sekilde klonlandi. Klonlama sonrasinda olusan kolonilerden mavi-
beyaz seleksiyona dayali olarak rekombinant oldugu varsayilan bakteri klonileri segilerek Genelet
Plasmid Miniprep ticari kite (Thermo Scientific, USA) gore plazmidler saflastildi. Secilen
plazmidlerde genin varligi gen spesifik primerler ile dogrulandi. (Sekil 1). Plazmidler ticari bir firma
araciligiyla yeni nesil sekanslama (NGS) ile dizilendi (Sentebiolab, Ankara).

In silico Analizler ve Protein-Protein Docking

Bitlis-PVS CP niikleotit sekansi ile EXPASY (Expert Protein Analysis System) araci
(https://web.expasy.org/translate/) kullanilarak amino asit sekansi elde edildi. CP niikleotid sekansi
kullanilarak NCBI web sitesinde BLASTn’de (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) analiz edildi.
Bitlis-PVS CP’ye ait amino asit sekansi, COBALT cevirim i¢i program’da NCBI veri bankasindan
elde edilen patates bitkisini enfekte eden bazit PVX, PVY, PVA, PVS ve PLRV izolatlarinin CP
sekanst  coklu  sekans  hizalama  (Multiple  sequence  alignment) ile  hizalandi
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/cobalt/re_cobalt.cgi) ve Prosite’da (https://prosite.expasy.org/)

protein motifi arastirildi.  Bitlis-PVS  CP‘nin  kimyasal kompoziyonu ProtPatram programi
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(https://web.expasy.org/protparam/) kullanilarak analiz edildi. Bitlis-PVS CP’nin protein homoloji
modellemesi I-TASSER araci (https://zhanggroup.org/I-TASSER/) kullanilarak sekans homolojisine
dayali olarak model olusturuldu. Swiss-model (https://swissmodel.expasy.org/) aract kullanilarak
patatese ait NCBI’dan elde edilen “ABY61745.1° kodlu resistance protein PSH-RGH®6 i¢in de model
gelistirildi. Gelistirilen modellerin pdb dosyast Rasmol programi
(http://www.openrasmol.org/doc/rasmol.html) kullanilarak olusturuldu. Bitlis-PVS CP ve PSH-RGH6
proteinine ait pdb. uzantili dosyalar ile Chimera 1.15 programi kullanilarak protein-protein
interaksiyonlar1 belirlenmeye ¢aligildi.

BULGULAR ve TARTISMA

Bitlis’den toplanan PVS izolatinin RT-PCR sonucunda CP genine ait yaklagitk 885 bp
uzunlugunda DNA bandi elde edildi ve klonlandi. Klonlama sonrasi rekombinant plazmidler gen
spesifik primerler ile insortii igermesi bakimindan PCR ile dogrulandi ve sekanslandi. (Sekil 1).

M

PGEM-T Easy vektor

- e e - -
885 bp PVS-Bitlis694 CP

Sekil 1. PVS-Bitlis 694 izolatinin kilif proteini genine ait PCR sonrasi1 agaroz jel elektroforez goriintiisii
Figure 1. Agarose gel electrophoresis image of coat protein gene of PVS-Bitlis 694 isolate after PCR

Blastin sonucuna goére Bitlis PVS izolati Cin’den PVS izolati (KU896945.1) ile %98.76
maksimum benzerlik gosterirken, Tanzanya’dan PVS izolati (KC866620.1) ile %95.70 minimum
benzerlik gostermistir (Cizelge 1). Bitlis PVS izolatinin kilif protein genine ait niikleotit sekans1t NCBI
veri tabanina Potato virus S Bitlis 694 izolat adi altinda MZ543312 erisim numarasi ile girilmistir
(Sekil 2).

ATGCCGCCCAAACCGGATCCGACAAGCTCAGGAGAGACACCACAAACTGTGCCGCTTGCGCCGCCGCCCAGG
AATGTAGAGGAGCATAGAGCTGGCCCAAATCAAGGGCACGGGCAGAATGAAGAGGCTATGCTGGAGCAGAG
GCTCATCAGATTGATTGAACTCATGGCCTCGAAAAGGCACAATTCAACATTGAGCAACATCTCTTTTGAGATAG
GTAGGCCCTCACTTGAGCCGACCCCTGAAATGCGGAGGAATCCGGAGAACCCATACTCGCGGTTTTCAATAGA
TGAGCTGTTCAAGATGGAGATCCGATCTGTGTCCAACAACATGGCGAACACCGAGCAAATGGCACAGATCACT
GCTGACATCGCTGGACTTGGGGTCCCCACTGAACATGTTGCAGGGGTCATACTGAAAGTGGTGATCATGTGCG
CAAGCGTGAGTAGTTCGGTTTATCTAGATCCAGCAGGGACTGTGGAGTTCCCAACGGGCGCAGTGCCCTTGGA
CTCGATCATTGCAATTATGAAGAATCGCGCGGGATTGAGGAAAGTGTGCAGGCTGTATGCTCCGGTCGTGTGG
AATTACATGCTAGTCCAGAATAGGCCACCTTCGGATTGGCAGGCTATGGGATTCCAATGGAATGCACGCTTCG
CCGCATTTGACACATTCGATTATGTGACTAATGGAGCTGCAATCCAGCCCGTAGAGGGGCTCATACGTAGGCC
CACACCTGAGGAAACAATAGCTCACAATGCCCACAAGAGTATGGCAATTGACAAGTCGAACAGAAATGAGCG
ATTGGCCAACACTAATGTTGAGTACACTGGAGGGATGCTTGGCGCTGAGATTGTGCGCAATCACCGTAATGCG
ATCAACCAATGA
Sekil 2. PVS-Bitlis 694 izolatinin CP geninin niikleotit sekans1

Figure 2. Nucleotide sequence of the CP gene of PVS-Bitlis 694 isolate
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Potexvirus’lerde ve Carlavirus’lerde kalif protainini kodlayan bolgede
(R/K)FA(G/A)FDXFXXVXXXAA motifi olduk¢a korunmustur (Abouhaidar ve Lai, 1989; Rupazov
ve ark., 1989). Protein hizalama ve Prosite sonuglari bu motifin NCBI’dan alinan bazi PVS izolatlar

ve bu caligmada karakterize ettigimiz PVS-Bitlis izolatinda da korundugunu ortaya koymustur (Sekil
3).

PVS (AUR45184.1) MPPKPDPTSSGEIPQAVPLAPPPRNVEE  HRVGPSQGHGQNEEAMLEQRLIRLIELMASKRHNSTLSNISFEIG 73
PVS (QNQ79391.1) MPPKPDPTSSGETPQAPPLVPPPRNVEE = HRVGPSQGHGPNEEAMLEQRLIRLIELMASKRHNSTLSNISFEIG 156
PVS (QTZ21729.1) MPPKPDPTSSGETPQATPLVPPPRNVEE  HRVGPSEGPRQNEEAMLEQRLIRLIELMASKRHNSTLSNISFEIG 73
PVS (QTZ21728.1) MPPKPDPTSSGETPQAIPLVPPPRNVEE  HRVGPNEGPRQNEETMLEQRLIRLIELMASKRHNSTLSNISFEIG 73
PVS-Bitlis MPPKPDPTSSGETPQTVPLAPPPRNVEE =~ HRAGPNQGHGQNEEAMLEQRLIRLIELMASKRHNSTLSNISFEIG 73

PVX (QTZ21735.1)  ====== === mmmmmmmmmmmmommmos o oeeoooooooooo-- GSTTSTTTKTAG 12

PVX(Q85249)  =-ocomommmomccomoiiiiiies e MTTPASTTQAAGSTTSTNTATAG 23
PVY (@99026_9POTV)-===================--=----- [2]DTIDAGGSTKKDAKQEQGSIQPNLNNG- - -KEKDVNVGTSGTHTV 44
PLRV (CAA32106.1) -===-===========-=------- MST[5]NVNGGVQQPRRRRRQSLRRRANRVQPVVMVTASGQPRRRRRRRGG 53

PVA (CAA63031.1) LYTNVHPTSTELEKYSIQFDEQMDEEDD[6]ETLDASEALAQKSEGRKKEGESNSSKAVAVKDKDVDLGTAGTHSV 82
PVS (AUR45184.1) RPSLEPTPEMRRNPENPYSRFSI-DELFKMEIRSV--SNNMANTEQMAQ-ITADIAGLGVPTEHVAGVILKVVIMCASVS 149

PVS (QNQ79391.1) RPSLEPTPEMRRNPENPYSRFSI-DELFKMEIRSV--SNNMANTEQMAQ- ITADIAGLGVPTEHVAGVILKVVIMCASVS 232
PVS (QTZ21729.1)  RPSLEPTPEMRRNPENPYSRFSI-DELFKMEIRSV- - SNNMANTEQMAQ- ITADIAGLGVPTEHVAGVILKVVIMCASVS 149
PVS (QTZ21728.1)  RPSLEPTPEMRRNPENPYSRFSI-DELFKMEIRSV--SNNMANTEQMAQ- ITADIAGLGVPTEHVAGVILKVVIMCASVS 149
PVS-Bitlis RPSLEPTPEMRRNPENPYSRFSI-DELFKMEIRSV- - SNNMANTEQMAQ- ITADIAGLGVPTEHVAGVILKVVIMCASVS 149
PVX (QTZ21735.)  ATPAT----------- ASGLFTIpDGDFFSTARAIVASNAVATNEDLSK- IEATWKDMKVPTDTMAQAAWDLVRHCADVG 80
PVX (Q85249)  ATPATISTTAGATSAQASGLFTVPDGDFFSTAKAVVASNAVATNEDLTK- IQEIWKDMKVPSDTMAQAAWDLVRHCADVG 102
PVY (@99026_9POTV) pRIKAITSKMRMPKSKGAAVLNL -KHLLEYAPQQIDISNTRATQSQFDTWYEAVQLAYDIGETEMPTVMNGLMVWCIENG 123
PLRV (CAA32106.1)  NRRSRRTGVPRGRGSSETFVFTK-DNLMGNSQGSFTFGPSLSDCPAFKD- - - - - -~ GILKAYHEYKITSILLQFVSEA 123
PVA (CAA630311)  PRLKSMTSKLTLPMLKGKSVVNL -DHLLSYKPKQVDLSNARATHEQFQNWYDGVMASYELEESSMEIILNGFMVRCIENG 161

PVS (AUR45184.1)  SSVYLDPAGTVEFPTGAVPLDSIIAIMKNRAGLRKVCRLYAPVVWNYMLVQNRPPSDWQAMGFQWNARE - 223
PVS (QNQ79391.1) SSVYLDPAGTVEFPTGAVPLDSIIAIMKNRAGLRKVCRLYAPVVWNYMLVQNRPPSDWQAMGFQWNARE - 306
PVS (QTZ21729.1)  SSVYLDPAGTVEFPTGAVPLDSIIAIMKNRAGLRKVCRLYAPVVWNYMLVQNRPPSDWQAMGFQWNAR - 223
PVS (QTZ21728.1)  SSVYLDPAGTVEFPTGAVPLDSIIAIMKNRAGLRKVCRLYAPVVWNYMLVQNRPPSDWQAMGFQWNARY - 223
PVS-Bitlis SSVYLDPAGTVEFPTGAVPLDSIIAIMKNRAGLRKVCRLYAPVVWNYMLVQNRPPSDWQAMGFQWNARE - 223
PVX (QTZ21735.1)  SSAQTEMIDTGPYSNG-ISRARLAAAIKEVCTLRQFCMKYAPVVIWNWMLTNNSPPANWQAQGFKPEHK - - 153
PVX (085249)  SSAQTEMIGTGPYSNG-VSRARLAAAIKEVCTLRQFCKKYAPVVWNWML TNNSPPASWQAQGFKPEHK - - 175
PVY (Q99026_9POTV) TSPNINGVWVMMDGDEQVEYPLKPIVENAKPTLRQIMAHFSDVAEAYIEMRNKKEPYMPRYGLVRNlngs A 202

PLRV (CAA32106.1) SSTSSGSIAYELDPHC--KVSSLQSYVNKFQITKGGAKTYQARMINGVEWHDSSEDQCRIL-WKGNGK---SSdta--GS 195
PVA (CAA630317) TSPDINGVWTMMDNEEQVSYPLKPMLDHAKPSLRQIMRHFSALAEAYIEMRSREKPYMPRCGLQRNURNqs A} ryAFDF 240

PVS (AUR45184.)  [Ebyifrn QPVEGLIRRPTPEETIAHNAHKSMAIDKSN-RNERLANTNVEYTGGMLGAEIVRNHRNAINQ- 294
PVS (ANQ793911) |Fhy\viTN QPVEGLIRRPTPEETIAHNAHKSMAIDKSN-RNERLANTNVEYTGGMLGAEIVRNHRNAINQ- 377
PVS (QTZ21729.1)  |ebyMrn QPVEGLIRRPTPEETIAHNAHKSMAIDKSN-RNERLANTNVEYTGGMLGAEIVRNHRNAINQ- 294
PVS (QTZ21728.1)  |Fpy\TN QPVEGLIRRPTPEETIAHNAHKSMAIDKSN-RNERLANTNVEYTGGMLGAEIVRNHRNAINQ- 294
PVS-Bitlis FDYMITN QPVEGLIRRPTPEETIAHNAHKSMAIDKSN-RNERLANTNVEYTGGMLGAEIVRNHRNAINQ- 294
PVX (QTZ21735.1)  |FhGVTN MPKEGLIRPPSEAEMN == === === == === = o s oo o e e e e e 179
PVX (Q85249)  |ebavirn MPKEGLMRPPSEAEMNAAQTAAFVKITKARaQSSDFASLDAAVTRGRITGTTVAEAVVTLPPp 248
PVY (@99026_9POTV) YE-\MTSRTPVRAREAHIQMKAAALKSAQSRLFGLDGGISTGEENTERHTTEDVSPSMHTLLGVKNM- - - - - -~ 267
PLRV (CAA32106.1) [FRVTIRVR]LQNPK == === === = === = m o e o e oo 208
PVA (CAA63031.1)  YE-ITATTPIRAKEAHLQMKAAALKNSNTNMFGLDGNVTTsEEDTERHTATDVNRNMHHLLGVKGV------- 305

Sekil 3. Cobalt ¢oklu protein sekans hizalama (Mavi ¢izgili kutucuklar Potexvirus ve Carlaviruslerde kilif
proteinine ait motif dizisini gostermektedir)
Figure 3. Cobalt multiprotein sequence alignment (Boxes with blue lines indicate the motif sequence of the coat
protein in Potexvirus and Carlaviruses)
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Cizelge 1. Bitlis PVS izolat1 ile diger izolatlar arasindaki Blast sonucu
Table 1. Blast result between Bitlis PVS isolate and other isolates

Ornek

Na Erisim Numarasi Konak Ulke Sorgulama Kapsam Benzerlik
1 MZ543312 Patates Tiirkiye referans referans
2 KU896945 Patates Cin %100 %98.76
3 FJ813512.1 Patates Amerika Birlesik Devlatleri %100 %98.08
4 LC511874.1 Patates Rusya %100 %97.85
5 LC511880.1 Patates Rusya %100 %97.74
6 MNO966671.1 Patates Kanada %100 %97.74
7 JX183950.1 Patates Amerika Birlesik Devlatleri %100 %97.63
8 HG518649.1 Patates Macaristan %100 %97.51
9 AB451180.2 Patates Japonya %100 %97.40
10 LN794161.1 Patates Macaristan %100 %97.29
11 GU144325.1 Patates Birlesik Kirallik %100 %96.84
12 MF773981.1 Kizilbacak  Iran %100 %96.61
13 LC513152.1 Patates Rusya %100 %96.27
14 MF773980.1 Kazayagi fran %99 %96.15
15 MF418030.1 Patates Hollanda %100 %96.05
16 MK442089.1 Patates Kazakistan %100 %95.93
17 MN689451.1 Patates Kenya %100 %95.93
18 GU319954.1 Patates Avustralya %100 %95.93
19 MN689450.1 Patates Kenya %100 %95.82
20 KY523839.1 Patates fran %100 %95.71
22 MN689463.1 Patates Kenya %100 %95.71
23 KC866620.1 Patates Tanzanya %99 %95.70

Cobalt hizalama sonucu patates bitkisini enfekte eden Potexvirus ve Carlavirus cinsine ait
viriislerde amino asit sekanslart N-terminal ve C-terminal bolgede farkliliklar gosterse de ¢ogunlukla
korunmus oldugunu ortaya koymustur. Mackenzie ve ark. (1989) Potexviruslerde kilif protein
sekansinin merkezi kisminin yiiksek homolojiye sahip oldugunu belirtmistir. PVS-Bitlis izolatinin 150.
amino asitinden baslayan ve 223. amino asit sekansina kadar olan bolge Potyviruslerden olan PVY ve
PVA ile Poleroviruslerden olan PLRV viruslerinde de biiylik oranda homoloji gostermektedir. PVS-
Bitlis izolatinin kilif proteini ProtParam’a gore kimyasal kompozisyonu ele alindiginda 294 amino ait
icermektedir. Toplam negatif (Asp + Glu) ve pozitif yiiklii (Arg + Lys) residue sirasiyla 31 ve 29 dur.
PVS-Bitlis CP’nin teorik izoelektrik noktast (pl) ve toplam atom sayist siratyla 6.40 ve 4547 olarak
hesaplanmistir (Cizelge 2). PVS-Bitlis izolatinin CP sekansi ¢ogunlukla alanin (%9.2), prolin (%8.5),
asparajin (%?7.8), glutamik asit (%7.5) ve arjinin (%7.1) amino asitlerinden olusmaktadir.
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Cizelge 2. PVS-Bitlis izolatina ait CP proteininin tahmin edilen fizyolojik ve kimyasal parametereleri
Table 2. Predicted physiological and chemical parameters of CP protein of PV S-Bitlis isolate

Fizyolojik ve kimyasal parametreler Deger
Amino asit say1st 294
Molekiiler agirligi 32579.03
Teoriksel pl 6.40
Negatif yiiklii residue’lerin toplam sayist (Asp + Glu) 31
Pozitif yiiklii residue’lerin toplam say1s1 (Arg + Lys) 29
Yok olma katsayist: 0.785, tiim Cys kalintilarinin azaldig1 varsayild:
Instabilite indeksi 50.89 (Bu deger proteini kararsiz olarak nitelendirmekte)
Alifatik indeks: 77.99
Hidropatisite (Grand average of hydropathicity; GRAVY) -0.411
Toplam atom say1s1 4547

I-TASSER’de sekans homolojisine dayali model olusturmada kullanilan kaliplar (templates) ve
ozellikleri Cizelge 3’de verilmistir. -TASSER’debu kaliplara dayali olarak model olusturmustur.
PVS-Bitlis CP’nin homoloji modellemesinde program tarafindan tahmin edilen 5 modelden en yiiksek
C-skor ve TM-skor degerlerine sahip model ele alinmistir. -2.72 C-skor ve 0.40+0.14 TM-skor
degerlerine sahip model-1 secilerek Rasmol programinda pdb. uzantili dosya olusturulduktan sonra
Chimera 1.15 programinda protein yapist gorsellestirilmistir (Sekil 4). PSH-RGH6 proteini i¢in Swiss-
model programinda olusturulan modeller arasinda GMQE degeri en yiiksek olan model secilerek pdb.
uzantili dosyasi elde edilmistir. Olusturulan modeller arasinda model-1 0.53 ile en yiiksek GMQE
degerine sahiptir. Se¢ilen bu model kodu 6j5t.1C olan hastalik direnci iligkili protein 4 (disease
resistance RPP13-like protein 4) isimli kalip kullanilarak olusturulmustur. Rx1/Gpa2 dayaniklilik
benzeri protein grubundan PSH-RGHG6 proteinine ait pdb. uzantili dosya Chimera 1.15 programu ile
gorsellestirilmistir (Sekil 5).

Sekil 4. PVS-Bitlis CP’ye ait sekans homolojisine bagli olarak olusturulan 3D protein yapisi; A: Ribbon
diyagramina dayali gosterim, B: Hidrofobik ylizeye bagl gdsterim
Figure 4. 3D protein structure created depending on the sequence homology of PVS-Bitlis CP; A: Ribbon
diagram based representation, B: Hydrophobic surface dependent representation
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Sekil 5. PSH-RGH6 (ABY61745.1) proteininin sekans homolojisine dayali olarak olusturulan 3D protein
yapist; A: Ribbon diagramina dayali gésterim, B: Hidrofobik ylizeye bagh gosterim

Figure 5. 3D protein structure created based on the sequence homology of the PSH-RGH6 (ABY61745.1)
protein; A: Ribbon diagram based representation, B: Based on hydrophobic surface

Son zamanlarda gelistirilen bilgisayar tabanli araglar molekiiller arasinda interaksiyonun
aragtirtlmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Docking yaklasimi protein-protein, ligand-reseptdr,
hormon-reseptor gibi molekiiller arasindaki interaksiyonu agiga c¢ikarmaktadir. Mevcut calismada
Chimera 1.15 programi kullanilarak PV S-Bitlis CP ve PSH-RGHG6 proteinleri arasinda bir interaksiyon
olup olmadigi AutoDock ile arastirilmistir. Sekil 6 ‘da her iki proteine ait docking sonucu
gosterilmigtir.

Sekil 6. PVS-Bitlis CP ve PSH-RGHG6 proteinlerinin Docking sonucunun 3D goriintiisii
Figure 6. 3D image of Docking result of PVS-Bitlis CP and PSH-RGHG6 proteins

Bitki ve bitkiyi enfekte eden viriisler arasinda molekiiler diizeyde interaksiyonun ortaya
cikarilmast adina calismalar litaratlirde sinirlt sayidadir. Rashid ve ark. (2020) Sesbania mosaic virus
(SeMV)’in kilif proteini konukgusu oldugu bitkilerde interaksiyonu in silico olarak aragtirmistir.
Caligmada viral enfeksiyonun erken asamasinda viriisiin CP proteini ile lektin proteinin yliksek oranda
interaksiyon gosterdigi rapor edilmistir. Amirnia ve ark. (2016) domatesi enfekte eden Beet curly top
Iran virus’iniin genomu ve domateste bulunan microRNAlar arasindaki interaksiyonu calismis olup,
mir319, mir1919 ve mir159’un viriistin genomu ya da transkriptlerini hedef alabilecegini in silico
olarak gostermiglerdir. SnRK1 proteini ve Begomoviriisler tarafindan kodlanan BCI1 proteini
arasindaki interaksiyonun bitki dayanakliginda, viriisiin enfeksiyon dongiisiinde ve begomoviriislerin
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tasiniminda rol oynadigi rapor edilmistir (Mandadi ve ark., 2013; Rizvi ve ark., 2014). Nova ve
Jamsari (2019), docking yaklasimi ile Pepper yellow leaf curl virus (PepYLCV-BCI) ve pepper-
SnRK1 proteini arasinda interaksiyonun mevcut oldugunu gostermistir. Bu ¢alismada da docking
sonucuna gore PVS-Bitlis CP ve PSH-RGH6 proteini arasinda interaksiyonun mevcut oldugu
goriilmektedir.

SONUC

Rx1/Gpa2 direng¢ protein benzeri olan PSH-RGH6 proteini farkli amino asit dizileri arasinda
farklt domainleri igermektedir. 2-115 amino asit bolgesi PVX dayanikliligindan sorumlu coiled-coil
domainini kodlarken, 143-240 amino asit bolgesi ATPase domainini ve 150-422 amino asit bolgesi
NB-ARC domainini kodlamaktadir. 729-744,754-778, 779-801 ve 802-825 amino asit bolgeleri
proteinin leucine-rich repeat yapisal motif bolgesini olusturmaktadir. Caligmada iki protein arasinda
etkilesim oldugu gosterilmis olup, PSH-RGH6 ve PVS-Bitlis CP arasindaki baglanma noktalarinin
ayrintilt olarak karakterize edilmesi gerekmektedir. Bu calismadan elde edilen bulgular konukcu ve
viriis arasinda molekiiler diizeyde etkilesimin anlasilmasinda ve dayanikli bitkilerin gelistirilmesinde
kullanilan genlerin manipiilasyonuna olanak saglayan CRISPR/cas teknolojisi i¢in bilgi saglayabilir.

YAZAR KATKILARI

Yazarlarin her biri makaleye esit olarak katki saglamiglardir.

CIKAR CATISMASI

Yazarlar arasinda ¢ikar ¢atigmast bulunmamaktadir.
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