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• Prensipte, Sanger ve yeni nesil dizileme (NGS) 
teknolojilerinin arkasındaki kavramlar benzerdir. Hem NGS 
hem de Sanger dizilemesinde (dideoksi veya kapiler
elektroforez dizilemesi olarak da bilinir), DNA polimeraz
büyüyen bir DNA şablon ipliğine birer birer floresan
nükleotidler ekler. Eklenen her nükleotid floresan etiketi ile
tanımlanır.

• Sanger dizileme ile NGS arasındaki kritik fark dizileme
hacmidir. 

• Sanger yöntemi bir seferde yalnızca tek bir DNA parçasını
dizilerken, NGS büyük ölçüde paraleldir, yani çalışma
başına milyonlarca parçayı aynı anda diziler. 

• Bu işlem, bir seferde yüzlerce ila binlerce genin dizilenmesi
anlamına gelir. 

• NGS ayrıca derin dizileme ile yeni veya nadir varyantları
tespit etmek için daha fazla keşif gücü sunar.



Sanger sekanslama ve NGS 
arasında seçim yapma

• % 99'un üzerinde doğruluk oranıyla Sanger dizileme yöntemi, temel ve klinik
araştırma uygulamaları için “altın standart” olmaya devam etmektedir. 

• Sanger dizileme 1975 yılında tanıtılmasından bu yana, yalnızca daha yeni ve
otomatik yaklaşımların temelini oluşturmakla kalmaz, aynı zamanda dizi 
doğrulama, testleme ve birçok filogenetik analizde en yaygın dizileme
yaklaşımı olmaya devam etmektedir. 

• Sanger yöntemi, bir seferde bir DNA parçasının dizilenmesine izin verir. Bu 
nedenle, yeni nesil ve Sanger arasında seçim yapmak söz konusu olduğunda, 
örnek sayısı birincil ayırt edici faktör olmaya devam etmektedir. 

• Çok sayıda genin (örn. 100'den fazla gen hedefi) sekanslanmasında NGS hem 
maliyet hem de geri dönüş süresi açısından avantajlı olacaktır.



Sanger dizileme ve NGS karşılaştırması
Sanger dizileme Hedefli NGS

Sanger dizilimi, ilgilenilen bir geni sorgular. Hedefli NGS, yüzlerce ila binlerce geni eş zamanlı olarak dizilemede kullanılır

Faydaları Düşük hedef sayısı için hızlı ve uygun maliyetli

Yerleşik iş akışı

Basit veri analizi

Daha uzun okumalar (500-700 bps)

Daha yüksek hassasiyet için daha yüksek sekanslama derinliği (%1'e kadar)

Daha yüksek keşif gücü

Daha yüksek mutasyon çözünürlüğü

Aynı DNA miktarı ile daha fazla veri üretilir

Daha yüksek verim
Zorlukları 20'den fazla hedef için maliyet etkin değil Düşük hedef sayısı (1-20 hedef) için pahallı

Düşük hedef sayısı için zaman alıcı (1-20 hedef)

Kısa okumalar (150-300 bps)
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Örneklerin Muhafazası
NA dizilemesinin başarılı

olabilmesi için uzun, bozulmamış
amplikon (hedef, şablon) DNA 

iplikçiklerine ihtiyaç vardır.

DNA'nın veya RNA'nın
ekstraksiyonu ve cDNA'ya

dönüştürülmesi, dizi analizi için
zorunlu olan yüksek kaliteli

DNA şablonunun
sağlanmasında kritik öneme

sahiptir. 

Bu nedenle, süreç boyunca 
örneğin uygun muhafazası, 

bozulmamış DNA ve RNA'nın 
korunmasını ve 
ekstraksiyonunu 
hedeflemelidir. 

Örnekleri saklama süresi ve 
sıcaklığı, geri kazanılabilecek 
DNA ve RNA'nın stabilitesi ve 
kalitesi üzerinde önemli bir 

etkiye sahiptir. 

Çürümüş veya aşırı sıcağa maruz 
kalmış materyallerinden veya 

NA'ları bozar. 

Özellikle bozulmaya daha 
yatkın olan RNA hedefleri için 

kaçınılmalıdır.

Çok sayıda yayın ve ticari ürün
el kitapcıkları doku tiplerinde
yüksek kaliteli DNA ve RNA 
ekstraksiyon protokolleri

sunmaktadır.



Benzer şekilde, primer tasarımı sekans analizi için üretilen hedefin (DNA veya
cDNA amplikonu) kalitesini ve miktarını önemli ölçüde etkileyeceğini akılda
tutmak önemlidir.

Çevrimiçi açık erişimli primer tasarım araçları

NCBI, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/; 

IDT, idtdna.com; 

Primer3, http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/; 

Primer3plus, http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi/) ve 

ticari primer tasarım araçları

Geneious, https://geneious.com; 

DNASTAR, https://dnastar.com; 

CLC Main Workbench, https://www.qiagenbioinformatics.com/products/clc-main-workbench/

https://www.qiagenbioinformatics.com/products/clc-main-workbench/


PCR ve amplikon kalitesi

Sanger sekanslama için gönderilen hedef DNA genellikle PCR  veya rtPCR ile elde 
edilen bir amplikondur. 

Optimum sekanslama sonuçları için, hedef, jel elektroforez prosedürü ile 
doğrulandığı üzere tek bir ürün veya bant sergilemelidir. 

Homojen bir ürünü gösteren tek bir “bant” mevcutsa, amplikon saflaştırılabilir ve 
sekanslama için kullanılabilir. 

Birden fazla ürünün oluştuğu PCR reaksiyonları için, öncelikle ilgilenilen benzersiz 
bant izole edilmelidir. 

İlgili tek bandı izole etmek için çeşitli jel saflaştırma yöntemleri mevcuttur.

Çoğu durumda, belirli bir primer çifti kullanılarak PCR reaksiyonunun tekrarlanması 
sorunu çözecektir. 

Orijinal şablon konsantrasyonu çok düşük olduğunda, seyreltilmiş multipleks PCR 
amplikonlarından tek hedefin yeniden çoğaltılması genellikle dizileme için istenen
konsantrasyonu sağlayabilir.



Amplikonların saflaştırılması

Sekans analizinden önce, dNTP'leri, polimeraz enzimini, bağlanmamış primerleri, tuzları
ortadan kaldırmak için DNA veya cDNA amplikonunun saflaştırılması yapılmalıdır. 

Bu PCR ürünü saflaştırma adımı için boncuk bazlı, kolon bazlı ve enzimatik yöntemler dahil
olmak üzere çok sayıda seçenek mevcuttur ve bunların tümü ticari olarak mevcuttur.

Temizleme kitleri bir çok ticari şirket tarafında sunulmaktadır.



• NA'nın miktar tayini ve saflığı tipik olarak spektrofotometrik analiz veya ultraviyole floresan etiketleme
ile değerlendirilir. 

• Spektrofotometrik ekipman (örn. NanoDrop; Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE)

• veya bir indikatör boyanın interkalasyonuna dayanan florometreler (örn. Qubit; Thermo Fisher 
Scientific) yaygın olarak mevcuttur. 

• Ultraviyole dalga boyundaki ışığın (260 nm) absorpsiyonu doğrudan örnekteki NA konsantrasyonuyla
ilişkilidir. 

• Saflık değerlendirmeleri ayrıca kontamine edici proteinlerin varlığını tespit etmek için de kullanılır. 

• Proteinler, özellikle de aromatik amino asitler tarafından en yüksek ışık emilimi 280 nm dalga boyunda
gerçekleşir; 

• numunenin 260 nm/280 nm absorbans oranının hesaplanması sekanslama hedefinin saflığını
sağlayacaktır. 

• DNA numuneleri için 1,8 veya üzeri bir oranın optimum olduğu önerilmektedir. 

• Örneklerde hesaplanan düşük oranlar, ekstraksiyon işleminden sonra kalan artık proteinin veya optimum 
olmaya NA konsantrasyonunun bir göstergesidir.

• 260 nm/280 nm oranının hesaplanması bir protein çözeltisindeki NA kontaminasyonunu ölçmek için 
değerli bir yaklaşım olsa da, bu yaklaşımın NA çözeltilerindeki protein kontaminasyonunu ölçmek için 
yeterince hassas olmadığı unutulmamalıdır.

• Ayrıca karbonhidratlar, fenol, guanidin ve glikojen gibi diğer kontaminantları kontrol etmek için 230 nm 
dalga boyunda ölçümler yapılması önerilmektedir. 

• 260 nm/230 nm oranı hesaplamaları için en uygun değerler 2,0-2,2'dir. 



Sekans PCR’ı : kullandığınız kitin el kitabına bakınız
Sekans PCR ürünün temizlenmesi

Sekans cihazına yüklenmesi



Sekansda kalite kontrolü



Bir virüsün genomu, tek sarmallı (ss) veya çift sarmallı (ds), 
doğrusal veya dairesel olabilen DNA veya RNA'dan
oluşabilir. 

Genomun tamamı ya bir nükleik asit molekülünü (tek
parçalı genom) ya da birkaç nükleik asit segmentini (çok
parçalı genom) kaplayabilir. 

RNA Virüs Genomları
Tüm virüslerin %70'ini oluşturan RNA virüsleri genom yapısı
bakımından oldukça çeşitlilik göstermektedir.

RNA replikasyonunda yer alan enzimlerin hata oranı
nedeniyle, bu virüsler genellikle DNA virüslerinden çok daha
yüksek mutasyon oranları gösterir. 10-4'lük mutasyon
oranları, yeni konakçılara büyük bir uyum yeteneği gösteren
virüs varyantlarının sürekli olarak üretilmesine yol açmaktadır. 

Çalıştığımız organizmayı tanımamız lazım
Virüsler



Virüs genomlarının sanger dizileme yöntemi dizilenmesi



Türkiye’de asırklık ekşi karadut ağaçları Ekşi karadut meyveleri



Türkiye’nin ekşi karadut yoğunluk haritası.



Ekşi karadut ağaçlarında görülen bu hastalığın etmeni nedir?



• Tüm genom dizileme için örneklerin alındığı bölgeler.



Hastalık etmenin bulunması ve genom analizi

• 1. Yeni nesil dizileme ile olası etmenin belirlenmesi

• 2. Olası viral etmenin yaygınlığının belirlenmesi

• 3. Altı izolatta tüm genom analizleri



1. Yeni nesil dizileme ile olası etmenin belirlenmesi
• KYS-2 numunesi için HTS kütüphanesi TruSeq ile hazırlanmıştır.RNA Örnek Hazırlama kiti (Illumina, ABD) ve Illumina Hiseq2500 platformu (2 × 150 nt okuma

uzunlukları) kullanılarak sekanslanmıştır. 

• KYS-2 karadut ağacı için 150 nt uzunluğunda toplam 10.726.136 okuma elde edilmiştir. 

• Düşük kaliteli ve yinelenen okumalar çıkarıldıktan sonra, örnek için 5.010.248 benzersiz eşleştirilmiş okuma elde edilmiştir. 

• Benzersiz okumaların de novo montajı 250 nt üzerinde 67.948 kontig vermiştir.

• Genbank Virüs tabanı ile balast edildiğinde, viral homolojilere sahip 21 kontigin varlığını ortaya koymuştur. 

• İki kontig, RBDV'nin RNA1 ve RNA2'si ve diğer bazı Idaeovirus üyeleri ile orta derecede benzerlik göstermiştir ve bu nedenle RNA1 ve RNA2 olarak
adlandırılmıştır.



RNA 1 contig (5796 nt), ortalama 4414 × kat kapsama alanı ile 99.763 okumadan oluşturulmuştur. 

RNA 2 contig (2443 nt) 147.861 okumadan ortalama 27.776 × kat kapsama alanı ile oluşturulmuştur.

RNA1 ve RNA2 okumaları toplam RNA okumalarının yaklaşık %2,3'ünü oluşturarak genomun tamamının kurtarılmasını
sağlamıştır.

Yeni virüs:
RNA1 (5.796 nt), üç korunmuş alana [MTR (aa 294-705), Hel 
(aa 971-1.226) ve RdRp (aa 1.348-1.788)] sahip bir
poliproteini (1.808 aa, 204,31 kDa) kodlarken, 
RNA2 (2.243 nt) iki varsayılan proteini, MP (374 aa, 40. 98 
kDa) ve CP (272 aa, 30.59 kDa), 97 nt'lik bir intergenik bölge
ile ayrılmıştır. 

En yüksek amino asit özdeşlikleri ORF1, MP ve CP genleri
için ahududu çalı cücelik virüsü (RBDV) ile sırasıyla %70, 57 
ve 70 olarak bulunmuştur. 

Genom organizasyonu ve filogenetik analizler, yeni virüsün
muhtemelen Idaeovirus cinsinin varsayılan yeni bir üyesi
olduğunu göstermiş ve geçici olarak karadut idaeovirus 
(black mulberry idaeovirus-BMIV) olarak adlandırılmıştır.

Karadut ağaçlarında iki parçalı genoma sahip yeni bir pozitif tek
sarmallı RNA virüsü yüksek verimli dizileme ve biyoinformatik
analizlerle tespit edilmiştir. 



• >MW017545.1 Black mulberry idaeovirus isolate AYS4 segment RNA1, complete sequence

• ATTTGCCCAACTTTTACACTTTTAGTTCCTCAAGAGAGTGACGTGTGAAAGTTTTCTCCTTGGTAAGTCTACTGCGTACGGACTTTGTTGTTTGGAGTTGTTGTGAATGTCGAGTTGTGTGGTGAACTGTAAGTCTACTACTCCGATGTCGGGTTGCTTCATGGATTGTGTGGTTTTCGAGTCCTTGGCTGGTGAGGACCGTGATAC

CTACAGTATTTGCGTGGAGCGCTTGTTTAGAGACACGGACGTTCCCCTCAGTGGGGACGCAGACTTTGACTCGTTTATCGAGGAGTCTGGTATTATGCTGTCGGGAAAAGACTTGAAGTCGTATTTTCCTGGGCATTTCCCCATTAGAGTGGTGAAAAGGATGGGTTTAATAGCTCATTTCTTACCCGGAACTGATTCTGGGCAC

GTCATTGCCGATCTCCACGATGATTGGATATTTGGTGATGCTTGGTTGGATTGCGTCGGTGGTGGTTCTGATGCTTCGAATCTTGTACTGAAACTGTAGTTTCGGTACCGCAGCAAAGGTGCTATTACGATTGCATAGCCGTTGAGTCCCTTGAAGAAGACTCTAAAGCGGTACATGCGGTTTGTTTGAGCGCCTTGAAAGAGTCT

GTGGCAACCCGAAGTACTGGTGACAGTGAGTTGGATTATGTTTTGGATTCCGCTAATGCTTTTATGAGCGGTGCTCTATTAAAGAGCTTTTTTCCCTTGCATTTTCCTGTGCGACGAATTGAATCCGTCGGCATTATATCTCATTTTTTACCTGGTACTTGTTCGGGCTCAACCGTAGGTCATCTACAAGATGATCATTTATACGGTTGC

TCCGTTTTCTCTGCTGAGTTTGACACTCGTGTCAGGGAGATTCGTGAGAGAACTTTAGTTGATTCCACCTCAGGTGTGTCTCAACTGATTAATTGTCATTTCGAGAGTGAGGTTAGAGCCTTACTGGTAGAGAATAACAATTTAATTAAAGTTCCTGTGCCTCAAAAATTGTCTGATGAAGACATGAGAATTTTGAGGGATCATTTT

CCACGTTATGAGCTCCGATTTACTCAAAATGTAGACGGTCCTCATAATATGGCAGCTGCCCATAGGTTGCTGGAAACCCACGATTTGTTAAGTGGTTTTCCGTCCGATGTCCCTATATTGGATATCGGTGGGAATTGGTATTCTCACTTTCGTTATGGAAGGTCTAATGTCCATAGTTGTTGTCCTTTGTTGGATTTACGAGATAACGA

AAGACAGACTCATCGTCTCACTATGTGTGAGACTCTAATGTCTGGTTTAAGGAGGAGGTTCGCGGCTACCATAGATGTTGACGCGAATCCCACTCGTCGAGAGCAAAACAGTATGAGAGAGTTTGCCGTCCGTTGGGCTGTAGATCCCCGTGACCTAACTCGTGCCTATAAGCGCATACAGGATGGTTCCACGGAACTATTCTGT

CACCATGCATTTGGTGAAGAGTTTATCCCGGAGTCTTCCTGGGACAAATCCGACTACTGTGCTCTGAGTGAAGTCTCCAAGCCCGCATGTGGCTTTAAAGCTAAATACGCAATTATGGTTCATTCCGGTTATGATTTACCGGTACAAAACCTTATTTGTGGAATGGTCCAGCACGAAGTAATTGAATTACGAGGTACTATGATTGCT

GACCCAGCGATGTTAGTCGCTGATGCCGGTTATATTCCTGCTTTAAAATGCCATTGGCATAAAACCAAATCTGAAATTTGGTTTGCTTTCAGAGATGATTGCACTATGGGTTACAAGCACGATTGGAATAATTACTCTAAGTACTTAACTTCTACTGTTATAAACTTTGGAAGTAATTACTTTGTCATGGAAAGAGATAAATACCGTCAT

GGTGTTTTGACCTATTCTGTAACTAAGTGTTCCGGCTTATTAAAGCAAGGGACTCATTCTCTATTCCACAATGCTTGGTTCCAAGAAATGTACGATAAGTACATAATGAAAGTTCCTCACGTTAAAGTGAAGGACTTAACCGGGGCACCAGGTTCAGTTGAATGTTCCTGGAGGAGCGTAGTAACTTCGCGCAAACTAATCGATCG

TGTGATTGAGGTTTGTTTGAGGGGCGTGAAACCGGTTTGTTTCAATAAATTGGATGAAACCACTCATATTGAAAATCTGAAGATAATTCAGAATCATTTGTTAAGCCATTCACAAACTTTAGTTTTGAATGGAGCCACCATAATACGCGAAGAAGCTATTCCCTTTAAGGATTTTTCGCCTATGTCCGTGACAATTTATTTTGAAATAT

TATTGACACGGTATAAAGAGTCTATGTCTCTTGCCTGGTTTCAATCAGGTTTCGACGTCAATTTTAAGGCGGCGAGTTGGTGGTCTTCGTTAAAAATAGTATTTTGGAAAATCTTAGGTTTTCCTGTTTGGGCTTTACAACAAGTGTTACAAACACTGTTCCCTCATAAGGTGAAGGATGAATTAGAATTCATCAAACCCGCGGTAG

AAAAAATGACTGTTCTGGAAAACGTCTTTTTAAAAGACTCTATCATGTCGACTAGTCCTACATTAAAGGATTATGACGACTCAGTTTTCTTCAACATTCTAGAGGCTATAGGTTCTAAAGAATCTGAGGAGCGGTCCGAAATTGAGAGACCGAGTCTGAACAACCTAGATATGGTTGTCAGTGAAGCCATTACCTACTGCGAGATT

GAGGTCGACCGCATAAAGAAAAAATGCGATCGTATCTTGAAAGCTTATCTAGCCACTGGTAACTGCGGCGGTTATTTGAACGACGCAGAAAACGTGGGGCTTTATGATAAGAATAAAAACTCTTGGGCTCAAAGACCCGTTGAGTTTTCCCATGAAATGGGTTGGAACGGTGAAGAATTCACCGTTTGTGATTGGAACGGCCG

CATACCTGACTTTAAAGGTAGGTATTTGGTAGTATCCGATAGTACTGCCATTATGACCAATTTAAAATTGGGAAGGAAGTACAACCACCACCGCGGAACTACGGTACCTAAGGTATTGTTAGTGGATGGGGTTACAGGATGTGGTAAAACTACAGAAATCATAAAACGTGTCAAACCTGGAATATTAATTCTCAGTGTTTGTAAGGC

CAACGTTTTGGAAATGAGAAAGAAGTTACCCACATTCGACGTTAAGGATATCAGAACCGTAGACTCTTTTCTATTGAAACCTCATACTAAGTATGAGGAGTGTTTCATAGATGAGTATGGTTTAGCTCATCCCGGATTCCTGTTATTGGCTATGCACCTTAGTGGTGCTAAGTCAGTAACTTTATTCGGTGATTCTGAACAAATACCCT

TCTGCAACAGAGTTGCTGACTTCAAATTAAATTTTGAAAGCATAGATTCATGTGATTTTCCCTATGAAAGGGAAATCAGGTCGGTTACTTATAGGTGTCCTCAGGATATAACGTTGATACTACAAAAGTTGTATAAACGAAAACCTATTCGTACTGTTTCGACCGTTGAAAAATCTATTACCATCAAATCTATCCGGAGTGAATGTGAC

ATTCCTCTCCCAAATAGCTTTGAGGGTAGCGTATTATACATATGCATGACAAAACATGATGAAAGCCTGTTAAAGTTAAGATGGGCTAAAGAAAATGTCAGTTCCGAAGTGAGAACGGTTCATGCGGCTCAAGGTTTGAGTTATCCGAATGTGGTTTACTTCCGCTTAACTCGAACGGATAATGATTTATTCACATCCAAGCGAATC

GCTTATCATCTGGTTGCTATATCCAGGCACTCTAAGTGTTTAGTTTACTGCACTACAAAACCAGAGGACACTTCAGATTTTTCACTTAGCTCCCTTCAAGGAAGCTTCAAAGTGTCAAAAGAGCTGACAAAAGAAGCTAGTAAGTCTGAAGCTTCGTTCAACGTTGTGTTTCCGGAAACTAAATCAGTTTCCGTCACTGAGGTGGG

TGAGACTTCTGCTCCTGTTAAGGAAGCAGCAGCCATTAATTACCCTACCTCTAGTGAAGCACTTTACAGTGCTACTATTCCAGAGTACGGTGTGGTACCGGAACCAAAAGGAAAAGCTACTCATAACCCAAGCAGCATTATTGCTGCCATTGAAGAATTAACTCCTGGTAACACTAGTATTGATACTGGTGCTTTGGATGAAGCGG

TGGAATTGGGTCCTATGAGTTTGGAATTGGGAAAACTCCGTTGGGATATGTCTAAAATATCACCTCGTTTGTTTGCGAATAATAAATTTGCTGTACCACATTTGCCAACCGGAGCCTTGCTTAGAAGAAATACCAGCAGCAGGCAAGTAGGTTTGGCTATCGAGAAACGCAACGCCAACGTCCTAAATAGTCAAAAACACTTTGAC

TTAGAAAAGGTTGCGTTGGACGCTGTTGACAAGTTTTTCGAACTTTTCGTGGATAAAGAAAAGTTTTCTCAACTACCTTCAGGTAAGTTGGGATCAACTGAGCAACAAATTCAGTTGTACCAGAATAAAACTGGTAATAAGGTAAATGATCCCGTCTCGTTGGCGTTAACGCCATTACAAAAATATCATCATATGATAAAAAGAGA

CGTTAAATTTGCCTTAACTGATGCCGCACAAAGTGAATACACCAAAGCGGCTACGATAACTTACCATAAACCCGAGATTACCCAAATTGCTACTGCAATATTCGGTCAATTCAAGACTCGATTATTAGCTTGCAAAAAGAAGTTGCTAAATATACCCTTGGACCATGATAATGATCTTAGTGGTTATTTGAGTACCTATCATTTGGGTA

GTGAAAATAATACTTTCACTGAAATCGATTTTTCAAAATTCGATAAGTCTCAGGGTGAGTTACACCAGCTTATTCAGGATTATATCCTAATAAGATTTGGTTGTGATCCAGAGTTTGTTGCCCTCTGGTCCACAGCGCACAGAAGTTCTTCTATTTACGACCAAAATGTCGGTATTCAGTTTAAAACTGATTTTCAAAGAAGAACTGG

AGATGCGTTTACATTTATGGGAAATTCCTTAGTGACTGCAGCTATGTTAGCTTATGTCATAAGTAAGGAAGACGAAAAGAAAATTCGTTATATTCTCATAGGAGGAGATGACTCTCTCATTTGTTCTTATGGTCCTATATCGGTCCCATTAGAACCATTGTCTGACATATTTAATATGTCCTGCAAGTTGATACAACCTGCATGCCCTTAT

TTCGCTTCCAGATACCTTATCAGGAGAGGTAGCGAAATTTTGTGCGTTCCAGACCCATACAAGTTACTTGTAAAAATGGGTAGGAAAGACATTCCTGACAATAAAGCTTCGTTAGAAGAAATTAGAACAGGATTGGCAGATAGTGCCAAATATCTTAAAGACGATGAAGTTAAAGAAAAATTGAGTATTCTTGTTCAGGCTCGCTA

TAATAAAGCGGCGCCTAGTTTATATTCGGCTTTATGTACTATACATTGGGCCTTATCTAACAACAAGAATTTTCTCAGTTTATACGATGTATCGGAAACTTCTAATGAAATTAGAAGGAATAAAAGATATACTCGGATTACTTGAAGTCTTTATTAGACTCCAAGTTTTCTTAGTAATCATTTCTATGATTACACTCATATTAATGAGTATTA

TATTGTTTAAATTATATAAACTGTCCTCTATTATCCAACTCAAAAAATGAGCTGGAGAAAGAAGTGTTCAACTATAAAGTTCTGAATGCTTCAATCAGAGGTAGAGCATCATTATGATGCAAATCTCGTTCAGGGATTT TACCCAGTAATTTACTGGGTTAACTAGCTTAAAGCTAGTGTTTGCTGAGCAAACCCC 

• >MW017538.1 Black mulberry idaeovirus isolate AYS4 segment RNA2, complete sequence 

• ATATATTTTTTCACGGTTAGATCCTTGATAACACGCGCACTCACCCTCGGCCATAGCGTGTTTGTACTCC TGTACACTTTGCGTTTATAAAAATATATCCTTGGTTGATTAAATTTGACCATGTTTAGGCGTTCCCAATC 

TTCGCGATCTTTGGTAGATCGCAAGGGCTCCAGTTTAATGGCGGCTTCGGGTTCTGCTAGGAAGAATAAG ACGGTCGTGGCCTACTCCCCTGGTGAAAGGAGTACCCGCGTAGCAGTAGCTGACAATGCTTTGGCTGCTC 

CTGGACTGAGATTCCCCGTTAAGTCTTCCTCACAAATGAGCAACTCATACCTAGATAGGAGGGGTGTTGA GTTACCTATTGTGAACCAGAGGCGGTTTTTAACTGCTGAAGGTAAGTCCATTGGTGAGTGTTATCTTTTG 

GATAACACTAGGACTGACTTAATTGATGCCGCTAAGACGGCACTCAAGGAAGATAAGCTCTTAGAGTTCA ATAAATTCAAAGAGTTTAAGAAATTTTCCAAGAAAACCAATAAGTTTTCTTTGGTGAAAGCGAGCTCCTA 

TGAGAAACTCATTAGGAAAGATCGCACTGCGATTCACCTTAACAGGCTTTTAATAGCTGTTATCCCCGCT GTGGGGAAAGGCACGCCGGGCGACGTCACGATTAAAATTCGTGACTCGCGGTTGGAAGGTGTCTATGGCA 

ATCTTTTTGATTGCCGTAATCCGGTAGATTGCGGTTACGTATATTGCGTAAACGTAGGGTACTCAGTACC CGCTTCAGAACTGGATTTCGAAATTGATATTAATTTCGATGGGGTTCCCATCAAAGATGGAAAATCCCCT 

ATTTGGGTGAAAACCGCCTTTCATTTAGATGATTCGGCGTCACCCGTATTCCTTGAGGGAACATTATCTA TAGGAGCTGAGATACAAGCTGACTCTCATAAAGAGATGTTGAGTACCTCAGCGTTGTTACTGAATGAGGT 

TAATTCAAATAGAAAATCTTTTTCAGGTGACAACGGTGAGTTAAGGGATAATTTTTATTCCAAGGCACAC CTAGAAGAGATAATGTCACAGGATTCCGTTTCTCAAGCCGATACTGATAACAGTGGTTTGATGGAGGATT 

TTAATCCTCCAGTTTCGGGTGTTCCGTTAACGGAACCTACTGTGATGGGTGATAACACCCAGAATATTGC GGGCGAGGAAACCCTTGGGTTGTTCATCGCCCCTCCTGCGCATTTAAAAGCTTAGCGCGAGCATTGACTT 

AGTCAGTGGTTTAATGAGTTCAGAAATTTTCTGTTCTTGTTATATTTCCTTTTAAGTAAATCAACACTGT TAAGTTTTGAGTTTTCAATGAGCAAGAAAACTATGCCCCCTTTGGTCAAGGCTCAATCAGAGCTTTATAC 

TAGGAAGCTGAATAGAGCACTAAAAGTGTCTGCTAATTTAAAGAAGCAAGATGCTTCTTTTAAAGCTTTC TCTGAGGCTCTTAATCCCGATACGGGAGAACCTCATGCTGACAATTCTATGCCAGCCAAAGTTAAGCGCG 

TTAATACGTGGCTTAAAAACTTTGATAGAGAATATTGGAATAATCAATTCTCTAACCATATACCTCGCCC AAAACAATTTGAGCGTGGTTCGCCTTCTAGCAGGAAAGTTCCTGCGGAAGAGGCGGTCTTTACTCGTAAA 

GACGTTCAGAAATCCATTAAGACTATTTCTTATTGGGTTTGCTCTCCTGAGAATTCTACAAAGAAGATTC TCACTAAGGATGAGGATGAGATTGTAGAAATACAATTCTCAGAGTTGGTTCCGCAAAGATCGGCGGATAC 

CGTTGTTTCCATTTTATTGGAAATAAATGTAGTCGGAGGAGCTATAGCCGATAAAGGCCGTGTAGCTATC TTAGAAAAGAGCGCAGAGGTAAAAGTGGATTACCTTCTGGGAAGCCCTTATGAGACTATCAACCTTGTAT 

CTGGGGTAAACAAGGTTAATTTGAGATCTATGAAGGATACTGAAGTATCAATCAGTACGCTATTGAATGA GCGTAAAGTTTGTATCTTCAGAAGCGACGAGTCTTCGTCGTTTTATATCCGAAAGTGGGCGAATTTCCTT 

CAGGAAATTCCCTCCGTTCTTCCCATTTGTAATGGGAAAACTTCCACTATAATTTTGACTTAATTGTCAT TACTTGCCTGCTAGCGGGCAACTCTCACATTGTGAGAGTACCGGCCATAGGCCGGTGTTTGCTGAGCAAA CCC 



• Primer çifti geliştirildi

2. Olası viral etmenin teyit edilmesi 
/yaygınlığının belirlenmesi

RNA1-821-F TACGGTTGCTCCGTTTTCTCT
RNA1-1662-R GGGTCAGCAATCATAGTACCTC

• 1) RNA izolasyonu

• 2) cDNA kütüphanenin oluşturulması

• 3) RT-PCR

• 4) Elektroforez ile ampliconların gözlenmesi

• 4) PCR ürünlerinin saflaştırılması (exosap Exonuclease I ve
Shrimp Alkaline Phosphatase)

• 5) Sekans PCR’ı

• 6) Sekans PCR ürünün saflaştırılması

• 7) Sekanslama işlemi

• 8) Kalite kontrolü/kromatogramların yorumlanması

• 9) Filogenetik anali



3. Altı izolatta tüm genom analizleri
Supplementary Table 1. Primers used sequence analysis of genome of black mulberry idaeavirus (BMIV)

Primer

RT–PCR Sequence analysis Sequence (5' to 3')

RNA1-1-F RNA1-1-F ATTTGCCCAACTTTTACACTTT

RNA1-2116-R RNA1-2116-R GAAACAAACCGGTTTCAC

RNA1-458-F TTGGATTGCGTCGGTGGTGGTTC

RNA1-1016-R TCATGTCTTCATCAGACAATTT

RNA1-821-F TACGGTTGCTCCGTTTTCTCT

RNA1-1662-R GGGTCAGCAATCATAGTACCTC

RNA1-1567-F GGTTCATTCCGGTTATGATTT

RNA1-1601-F RNA1-1611-F GAATGGTCCAGCACGAAGTAA

RNA1-4599-R RNA1-4599-R TTGGTGTACTCACTTTGTGC

RNA1-2583-R TCGAAGAAAACTGAGTCGTCA

RNA1-2491-F AAAAATGACTGTTCTGGAAAACG

RNA1-3152-R CCTTAACGTCGAATGTGGGTA

RNA1-3228-F TAGCTCATCCCGGATTCTTG

RNA1-3700-R CGTTCGAGTTAAGCGGAAGT

RNA1-3863-F GAAGCTAGTAAGTCCGAAGCTTCG

RNA1-4290-R ACTTGCCTGCTGCTAGTATTTCTTCT

RNA1-4184-F RNA1-4184-F TGGGATATGTCTAAAATATCAC

RNA1-5796-R RNA1-5796-R GGGGTTTGCTCAGCAAACA

RNA1-4369-F CGCTGTTGACAAGTTTTTCG

RNA1-5180-R AAGGGCATGCAGGTTGTATC

RNA1-5071-F AGGAGGAGATGACTCCCTCA

RNA2-1-F RNA2-1-F ATATATTTTTTCACGGTTAGATCCT

RNA2-2243-R RNA2-2243-R GGGTTTGCTCAGCAAACACCGGC

RNA2-587-F CTGCGATTCACCTTAACAGG

RNA2-633-R CACAGCGGGGATAACAGCTA

RNA2-1261-F AGTCAGTGGTTTAATGAGTTCAGA

RNA2-1393-R GCTCTGATTGAGCCTTGACC

RNA2-1476-F GGCTCTTAATCCCGATACGG

RNA2-1626-R ACGCTCAAATTGTTTTGGGCG

• 1) RNA izolasyonu

• 2) cDNA kütüphanenin oluşturulması

• 3) RT-PCR

• 4) Elektroforez ile ampliconların gözlenmesi

• 4) PCR ürünlerinin saflaştırılması (exosap Exonuclease I ve
Shrimp Alkaline Phosphatase)

• 5) Sekans PCR’ı

• 6) Sekans PCR ürünün saflaştırılması

• 7) Sekanslama işlemi

• 8) Kalite kontrolü/kromatogramların yorumlanması

• 9) Filogenetik anali

https://apsjournals.apsnet.org/doi/suppl/10.1094/PHYTO-05-19-0172-R/suppl_file/PHYTO-05-19-0172-R.st1.pdf
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