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Ozet

Yeni nesil yiiksek verimli DNA dizileme analizleri, temel biyolojik ¢caligmalar ve genetik arastirmalarda yiiksek potansiyele sahiptir. Bu
nedenle giiniimiizde kullanilan en 6nemli teknolojilerden biri olarak karsimiza ¢ikmaktadir.Bu teknolojiler dizileme yontemine gore; sentez
araciligiyla dizileme, ligasyon aracihigiyla dizileme ve tek molekiil dizileme olmak tizere ii¢ gruba ayrilir. Yeni nesil DNA dizileme
teknolojisi genom karakterizasyonu, metagenetik, metilasyon analizi, kromatinlerin analizi, mRNA'larin profillenmesi gibi birgok amag i¢in
kullanilmaktadir. Bu derlemede yeni nesil DNA dizileme yontemleri hakkinda genel bilgi verilmis, avantaj ve dezavantajlari tartisilmigve
bitkilerde bu metotlarin kullanim alanlarina deginilmistir.

Anahtar kelimeler: DNA dizileme, genomik, yeni nesil dizileme, bitki

Next Generation DNA Sequencing Technologies and Applications in Plants

Abstract

High-throughput next generation DNA sequencing analysis has high potential in basic biological studies and genetic researches,
therefore it emerges as one of the most important technologies used today. These technologies divide into three groups based on the
sequencing method, sequencing by ligation, sequencing by synthesis and single molecule sequencing. The next-generation 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. In this review the next generation DNA

sequencing methods with their advantages and disadvantages, usage of these methods in the plant species were discussed.
Key Words: DNA sequencing, genomics, next-generation sequencing, plant
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DNA dizi analizi, bir DNA pargasinda bulunan A, C,
G, T  nukleotid siralarinin  belirlenmesi  olarak
tanimlanmaktadir. DNA pargalarma ait bu niikleotid
siralarmin belirlenmesi; DNA bolgesinin hangi proteini
kodlayabilecegine iliskin bilgilerin elde edilmesinde,
genomik DNA dizisi ile tamamlayict DNA’ya ait dizi
bilgilerinin kargilastirilarak ekson ve intronlarmn ortaya
cikarilmasinda, DNA dizi analizi ile gen aktivitesini kontrol
eden bolgelerin tanimlanmasinda, spesifik DNA dizilerinin
belirlenmesi  ile  evrimsel  akrabalik iligkilerinin
tanimlanmasinda kullanilmaktadir [1].

DNA dizi analizi ile ilgili aragtirmalar ilk olarak 1960’1
yillarda baglamistir. 1977 yilinda Allan Maxam-Walter
Gilbert [2] ve Frederick Sanger [3] tarafindan gelistirilen
iki farkli DNA dizi analizi yontemi yaygin kullanim alani
bulmustur. Enzimatik DNA sentezine dayanan ve
giiniimiizde en yaygin kullanilan DNA dizi analizi teknigi
olan Sanger yonteminde dizisi saptanacak olan DNA ipligi
yeni sentezlenecek iplik icin kalip olarak kullanilir. DNA
sentezini saglamak i¢in Klenow, Taq DNA polimeraz, ters

transkriptaz ya da sekuenaz enzimlerinden Dbirisi
kullanilabilir.  Yontemin temeli DNA  polimerazin
dNTP’lerin  (deoksiriboniikleozit  trifosfat)  yanisira,

deoksiribozun 3’ pozisyonunda OH grubu tasimayan
ddNTP’leri de (dideoksiriboniikleozit trifosfat) substrat
olarak kullanabilmesine dayanir [4]. Sanger dizileme
teknigi ile biiyiikk Olgekli kompleks niikleik asitlerin
dizilenmesi niikleik asitlerin parcalara ayrilarak vektorlere
klonlanmasini gerektirir [5]. Floresan temelli otomatik dizi
analizi ise Smith ve ark. [6] tarafindan gelistirilmistir.

DNA dizileme yontemleri kullanilan kalip molekiiliin
uzunluguna gore degisiklik gosterebilmektedir. Ornegin
shotgun dizileme metodu 20 kb gibi uzun DNA pargalarini
dizilemek ic¢in kullanilir. Dizileme yapilacak DNA
molekiiliiniin uzunlugu 2 kb kadar oldugunda ise tiim
dizinin ¢ikarilmasi i¢in  ‘primer walking’ ydntemi
kullanilmaktadir.

Son yillarda gelistirilen ve giiniimiizde kullanilan en
onemli teknolojilerden biri olarak karsimiza ¢ikan yeni
nesil DNA dizileme teknolojileri yiiksek dogrulukla, ultra
hizli olarak, dizleme yapabilme kapasiteleri sayesinde
transkriptom analizi, ploidi seviyesinin belirlenmesi,
molekiiller markir gelistitme ve mRNA profilinin
belirlenmesi gibi bir¢ok ¢alismada kullanilabilmektedir.

Bu derlemede, yeni nesil dizileme teknolojileri
hakkinda bilgi verilmis, avantaj ve dezavantajlar1 tartigilmig
ve bu sistemlerin bitkilerde kullanilmasi ile ilgili yapilan
calismalardan ornekler verilmistir.
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Yeni Nesil DNA Dizileme Teknikleri

Yeni nesil dizileme teknolojisi 2005 yilinda ilk olarak
454 pirodizileme teknolojisinin kullanim ile ticari olarak
erisilebilir duruma gelmistir. O zamandan beri birkag farkli
dizileme metodu gelistirilmistir. 454 GS20 pirodizileme
(Roche Applied Science), Solexa 1G (lllumina, Inc.),
SOLID (Applied Biosystems), Heliscope (Helicos, Inc.) ve
fon Torrent olmak iizere yeni nesil dizi analiz
teknolojilerine ticari olarak ulagilabilmektedir. Bu yeni
nesil dizileme teknolojilerinden Heliscope hari¢ digerleri
yaygin olarak kullanilmaktadir. Biyomedisin alaninda
biiyiileyici yeni faydalar acan yeni nesil yiksek-verimli
DNA dizileme teknigi 2007 yilinda Nature Methods
tarafindan yilin teknigi segilmistir [7, 8]. Bu yeni nesil
dizileme tekniklerinin avantaji DNA fragmentlerinin
klonlanmasina ihtiyag duyulmadan amplifiye olmus tek
zincir DNA'dan dizi verilerinin belirlenmesidir. Bu
tekniklerin  sinirlayict  faktorii  ise  yitksek maliyetli
oluglaridir. Diger bir smirlayici faktér ise elde edilen
yiiksek miktarda verilerin yorumlanmas: ig¢in gelismis
bilgisayar yazilimlarina ihtiya¢ duyulmasidir [8].

Mevcut yeni nesil dizileme teknikleri benzer olarak ii¢
temel agamayi takip eder; 1) DNA'nin sonikasyon veya
nebulizasyon araciligiyla rastgele kesilmesi 2) universal
adaptorlerin kesilmis DNA fragmentlerine baglanmasi 3)
immobilizasyon ve amplikon kiimelerinin olusturulmasi
icin adaptor bagli fragmentlerin gogaltilmasi [9]. Bu yeni
platformlar 25 bazdan 500 baza kadar degisen kisa DNA
dizileri tretir ve her kosuda birka¢ yliz milyondan birkag
milyara kadar baz olusturur.

Yeni nesil DNA dizileme metotlar: genel olarak sentez
araciligiyla dizileme, ligasyon aracilig: ile dizileme ve tek
molekiil dizileme olmak lizere {i¢ ana gruba ayrilir. Bu
metodolojik farkliliklar okuma uzunlugu, verim, hata orani
gibi anahtar performasyonlarda farkliliklar yaratmaktadir.
Bu durum yeni nesil dizileme metotlarinin avantaj ve
dezavantajlarinin  belirlenmesinde  oldukca  Snemlidir
(Cizelge 1). Ciinkii yeni nesil dizileme metotlar1 okuma
uzunlugu, hatalarin yayginlhigi, tiri ve her kosuda
olusturulan okuma sayisi agisindan farklilik gosterir [10].

Sentez Araciligiyla Dizileme

Sentez aracilifiyla dizilemede uygun biiyiikliikteki
DNA fragmentlerine adaptor dizileri baglanir ve ardindan
bu diziler floresan veya kimyasal sinyali gelistirmek igin
amplifiye edilir. Daha sonra 6rnekler ayrilir ve flow cell
dongiisii igin sabitlenir. DNA dizilerinin uzamasinda DNA
polimeraz kullanilir. Sentez araciligiyla dizilemede okuma
uzunlugu ve o6rneklerin amplifiye edilmesi ve sabitlenmesi
acisindan farklilik gésteren {i¢ metot vardir. Bunlar 454
GS20 pirodizileme, illuminia ve fon Torrent metotlaridir
[10].

Roche 454 GS Genom Dizileme

Pirofosfat  algilamanin  prensibi ~ 1985'te  [11]
tamimlanmig ve bu prensip kullanilarak DNA dizileme igin
yeni bir metot 1988'de rapor edilmistir [12]. Bu teknik
Stokholm'da Ronaghi ve ark [13] tarafindan rutin olarak
kullanilan ticari bir teknik olarak gelistirilmistir [8].

ik yeni nesil dizileme teknolojisi olan 454 teknolojisi
2005 yilinda piyasada yerini almustir. 454 teknolojisi, son
yillarda en fazla kullanilan ve hakkinda arastirma yaymi
yapilan yeni nesil dizileme teknolojisidir. Bu sistemde
pirodizileme stratejisi  kullanilmaktadir.  Pirodizileme
enzimatik DNA sentezi sirasinda pirofosfatin (Ppi) serbest
birakilmasi esasmna dayanan es zamanli dizileme
stratejisidir.

Bu teknoloji emiilsiyon PCR'in avantajlarindan
yararlanir. Emiilsiyon PCR’da, bireysel DNA pargalari
tagtyan streptavidin boncuklar ayri emiilsiyon damlaciklari
icinde yakalanir. Bireysel amplifikasyon reaktorleri olarak
davranan damlaciklar, boncuk bagma yaklagik 107 klonal
kopya DNA kalibi iretmektedir [14, 15]. Her boncuk
iceren kalip, sonradan pikotiter plakalar icine aktarilir ve
klonal olarak iliskili kaliplar pirodizileme reaksiyonu
kullanilarak analiz edilir. Pikotiter plaka paralel olarak
yiizbinlerce pirodizileme reaksiyonunun yapilmasina izin
verdigi icin kitlesel dizilemeyi arttirmaktadir [14, 15].
Pirodizileme yaklagim [13, 15, 16], kemiliiminesans
tarafindan inorganik pirofosfatin (PPi) serbest birakimini
6lgen bir dizileme-sentezleme teknigidir. Bu teknige gore,
tek bir DNA ipligindeki tamamlayict zincir boyunca her
adimda tek bir baz sentezlenir. Kalip DNA karisimina
dNTP soliisyonu eklenir ve reaksiyon sonrasinda bu
dNTP’ler ortamdan uzaklastirilir. Isima, kalip molekiildeki
ilk eslesmemis baz ile niikleotid soliisyonundaki bazlardan
biri eslestiginde gerceklesir. Tek iplikli kalip DNA,
dizileme primeri ile hibridize edilir. Bu karisgm DNA
polimeraz, ATP siilfiraz, liisiferaz, apiraz ve substrat olarak
5’ fosfostilfat ve liisiferin ile inkiibe edilir. Bu durumda
genomun biraraya getirilmesi siireci tekrarli bolgelerin ¢ok
fazla olmasindan dolay1 giigtiir (1).

2008 yilinda piyasaya ¢ikarilan 454 GS FLX Titanium
sistemi %99.9 dogruluk ile 700 b¢ uzunlugunda okuma
yapabilir ve 24 saat ig¢inde her caligmada 0.7 G veri ¢ikis1
saglar. 2009 yilinin sonlarinda GS Junior 454 dizileme
sistemi igerisine kombine edilmistir. Bu sistemde
kiitiiphane hazirlanmasi ve veri islemesi basitlestirilmis ve
veri ¢ikist her caligmada 14 G'ye yiikseltilmistir. Bu
yontem genomlarin (bakteri, hayvan, insan) dizilenmesinde
uygulanmaya baglanmigtir [8]. Roche sisteminin en
avantajl 6zelligi hizidir; dizilemenin baslangicindan bitimi
sadece 10 saat zaman alir. Okuma uzunlugu diger yeni nesil
dizileme yontemleri ile karsilastirilldiginda segkin bir
ozellik olarak ayrilmaktadir. Ancak maliyet Roche 454
sistemi i¢in bir sorun olarak devam etmektedir [17].

IlluminalSolexa Teknigi

Solexa  dizileme platformu 2006 yilinda
ticarilestirilmistir. Bu teknigin temeli her biri farkli floresan
boya ile etiketli dort tersine doniisiir sonlandirici
niikleotidin dizileme-sentez esasina dayanir.
Illumina/Solexa [15, 18, 19] yonteminde, tek bir DNA
molekiiliniin bir ucunda adaptdr kullanarak saglam bir
ylizeye bagli molekiiller daha sonra tamamlayici
adaptorlerle hibridize olarak tamamlayict ipliklerin
sentezini olusturur. Amplifikasyon asamasindan sonra, 40
milyondan fazla kiime ile flowcell iiretilir, her kiime tek bir
kalip molekiilden yaklasitk 1000 klon kopyadan olusur.
Kaliplar, DNA sentez-dizileme yaklasimi kullanilarak
kitlesel paralel bigimde dizilenir, g¢ikarilabilir floresan
parcalar ve 6zel DNA polimerazlar ile geri doniistimlii
sonlandiricilar oligoniikleotid zincir i¢ine dahil edilebilir.
Sonlandiricilar, dort farkli renk ile isaretlidir ve baz
uzunluguna gore birbirlerinden ayrilirlar. [llumina teknigi,
homopolimerik dizileri uzatmada pirodizileme tekniginden
daha etkili olmasina ragmen, bu teknik kisa okuma dizileri
iretmekte [19] ve bu yiizden kisa dizi tekrarlar
¢oziimlenememektedir. Ek olarak, modifiye DNA
polimeraz ve geri doniistimlii sonlandiricilar
kullanildigindan dolayr illumina dizi datasinda hatalar
olmaktadir [20]. Solexa teknigi kullanilarak kanola
bitkisinin yeniden dizilenmesi gergeklestirilmistir [21].
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Cizelge 1. Yeni nesil DNA dizileme metotlarinin karsilagtirilmasi.
Calisma Okuma Her ¢alisma icin
Dizileme platformu Dizileme yontemi Dizileme kimyas1 Liym uzunlugu okuma sayisi
siiresi -
(be) (milyon)
Roche 454 FLX Sentez aracihgiyla Pirodizileme 24 saat 400-500 -1
dizileme
Illuminia Sentez a'racﬂlglyla Reversible terminator 3-10 giin 100 160
dizileme
fon torrent Sentez_ a_racﬂlglyla Naturel niikleotidler 200 2 saat 200 100
dizileme
ABI SOLID ngasyo_n_aracﬂlglyla Pargalarjablllr lhglgasyon 7-14 giin 50 500
dizileme aracilifiyla dizileme
Polonator ngasy({n'aracﬂlglyla Pargalanumayan. ll.gasyon 80 saat 8 300-400
dizileme araciliftyla dizileme
Helicos HeliScope Tek zincir dizileme Reversible terminator 8 giin 25-55 600-800
Pacific BioSciences Tek zincir dizileme Real time ~ 1 saat 1300 35000
2008 yilinda yeni optik ve kamera ile giincellenen ABI/SOLID

Illumina Genome Analyzer II ile genis alanlarda DNA
kiimelerinin daha etkili gorlntiilenmesi saglanmistir. Her
pikotiter plakanin 50 milyondan fazla okuma yapmast
saglanmigtir. 36 dongii i¢in ¢alisma siiresi tekli okumada 2
giine ve ¢iftli okumada dort giine diistirilmistir [8].

Gliniimiizde illumina tarafindan piyasaya siiriilmiis
MiSeq, NextSeq, HiSeq ve HiSeq X olmak iizere dort farkli
software bulunmaktadir [22].

Ton Torrent

En son gelistirilen yeni nesil DNA dizileme
sistemlerinden olan fon Torrent tekniginde, yari iletken
entegre devre, genomlarmm DNA dizi analizini optik
olmadan direk gerceklestirebilmektedir. ion Torrent sistemi
[23] dizilerin belirlenmesinde semikonduktdr teknolojisi
kullanilarak niikleotid eklenmesinde bir H* iyonunun
serbest birakilmasi sonucu pH degisimini Slgme esasina
dayanan bir teknolojidir. Yeni nesil dizileme teknolojileri
arasinda floresan boyama yontemine dayali olmayan essiz
bir yontemdir [24]. Cihaz niikleotidlerin sirali olarak
eklenmesi araciligiyla biiyiiyen dizi igerisine eklenen
niikleotidleri belirleyebilir. Su an bu teknolojide ion PGM
ve yeni lon Proton olmak iizere ulasilabilir 2 sistem vardir.
Yeni Proton sistemi tahmini 660 milyon sensore sahip
sonraki donanim ¢ipinin serbest birakilmasi {izerine 165
milyon sensor ile 250 b¢ uzunluguna kadar okuma yapmasi
ile lanse edilir. Hem PGM hemde yeni Proton sistemi i¢in
her donanim ¢ipinin verimi gelistirilip arttirilabilir. Yeni
318 ¢ip seti ile PGM dizileme 11.1 milyon sensér ile 1000
Mb'm iizerinde dizi iiretebilir. ion Torrent sisteminin diger
bir ilgi ¢ekici 6zelligi ise 6rnek hazirlama maliyetinin diger
sistemler ile karsilastirldiginda daha diisiik olmasidir. Ton
Torrent sistemi ile ilgili yaymlar mikrobiyal genomlarin
dizilenmesi iizerine odaklanmustir [24, 25], ancak bu sistem
bitkilerde de kullanilmak i¢in gelistirilmektedir [10].

Ligasyon Araciligiyla Dizileme

Ligasyon araciligiyla dizileme metodunda floresan
etiket ile isaretlenmis olan degisen uzunlukta
oligoniikleotid problar kullanilir. DNA  fragmenteri
problarin hibridizasyonuna izin veren bilinen kisa bir dizi
ile astarlanir. DNA ligaz flowcell'e eklenir. Floresan
goriintilleme hangi probun baglandigin1 belirlemek igin
kullanilir. Bu islem niikleotid dizilerini degerlendirmek igin
farkli prob setleri kullanilarak tekrarlanir [10]. Ligasyon
araciligtyla dizilemede ABI/Solid ve Polonator olmak tizere
iki metod vardir.

SOLID (Sequencing by Oligonucleotide Ligation and
Detection) ‘Life Technology’ tarafindan gelistirilmis ve
2008 yilindan bu yana kullanilmakta olan yeni nesil
dizileme teknolojisidir. SOLID teknigi kiitiiphane
dizilerinin analizi ig¢in 454 teknigiyle benzer olarak tek
molekiil emiilsiyon PCR ile baslar. Amplifikasyon iiriinleri
cam bir ylizeye aktarilir, 4 farkli floresan boya etiketli 16
diniikleotid kombinasyonu ile hibridizasyon ve ligasyon
olusur (her boya dort diniikleotidi etiketlemek igin
kullanilir). Niikleotidlerin identifikasyonu birbirini izleyen
iki ligasyon reaksiyonunun sonuglari renk analizine gore
belirlenir.

ABI SOLID sistemi boncuklara bagli klonal olarak
cogaltilmis DNA fragmentlerinin paralel dizilenmesine
olanak saglar [26]. Bu dizileme metodu boya etiketli
oligoniikleotidler ile ardigik olarak baglanma esasina
dayanir ve her ¢alisma basmma 500 milyon bazdan fazla
haritalanabilir data iiretebilir. Bu sistem yeniden dizileme
sirasinda olusan hatalarin belirlenmesini saglayan her bazi
iki defa sorgulayan iki-baz kodlama mekanizmasina
sahiptir. Bu iki-baz kodlama sistemi nispeten yiiksek ham
okuma hata oranini karsiladigi i¢in dizileme giivenilirligini
arttirir [27].

Yeni nesil DNA dizileme analizleri igin gelistirilen
SOLID® BioScope™ Software Life Technology tarafindan
2010 yilinda piyasaya siiriilmiistiir [28].

Complete genomics/Polonator Sistem

Dover Sistem Polonator George Church'in laboratuvari
ve Danaher Corporation (Washington, DC) arasindaki
isbirligi ile gelistirilmistir. Bu platformun en ilgi ¢ekici
ozelligi tiim yonleri ile kullanicilar tarafindan iicretsiz
erisilebilir, degistirilebilir ve gelistirilebilir 'open source' bir
platform olmasidir [29]. Complete genomics ligasyon
temelli dizileme olan Polonator G.007 sistemine dayali
dizilemedir. Polonator G.007 sistemi Dr. George Church'in
laboratuvarinda Harvard Universitesi ile Dover sistem
igbirligi iginde gelistirilmistir. Polonator sistemde dizileme
icin  kiitliphanenin  hazirlanmasi, emiilsiyon ~PCR
kullanilarak kalip DNA'min amplifikasyonu, orneklerin
flowcell iizerine yiiklenmesi ve ligasyon araciligiyla
tamamen otomatik polimeraz koloni (polony olarak
adlandirilan) dizileme kullanilarak gergeklestirilir [30].
Polonator sistem kisisel genom projesinde [31] kullanilan
major sistem olsa da bitki genomunda kullanimi sinirlidir.
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Tek Molekiil Dizileme

Tek molekiil dizileme sistemi siklikla ‘figlincli nesil
dizileme' olarak adlandirtlir. Bu platformda yer alan
yontemler, tek niikleik asit molekiilinden DNA dizileme
sirasinda kimyasal  luminisans  yoluyla  niikleotid
birlesmesinin sinyalini belirleme prensibine dayanir. Bu
yontemler diger yeni nesil dizileme metotlarina gore diisiik
konsantrasyonda  baslangic  materyali  kullanilabilen
basitlestirilmis 6rnek hazirlama yoniinden avantaj saglar
[32]. Tiim tek molekiil dizileme metotlar1 niikleotid
birlesmesini algilamak i¢in floresan goriintilleme kullanilir.
Tek niikleotid dizileme teknolojileri piyasada nispeten
yenidir. Bu metotlar daha ulagilabilir olmakta ve bitki
genomunda uygulanabilirligi bu alandaki yaymlar ile takip
edilmeye devam etmektedir [10].

Helicos Sistemi

Bir tiir Giglincii nesil dizileme sistemi olan HeliScope,
Helicos BioSciences (Cambridge, MA) tarafindan
ticarilestirilmigtir. Bu teknik, denatiire DNA o6rneklerinin
kati bir yiizeye yapistirilan oligoniikleotid primerlerin
hibridizasyonu ile sabitlenmesine veya DNA 6rnegi ile kati
yiizeye kovalent bag ile baglanarak direkt olarak
immobilize edilerek hibridize olan, ardindan finiversal
primer ile astarlanan denature DNA fragmentlerin
kullanilmasia dayanan bir tekniktir [10, 33]. Floresan
etiketli niikleotidler tek sira halinde salinarak dizilenir [29,
34]. Tek baz uzamanin goklu dongiisii ortalama 35 bg veya
daha fazla uzunlukta olan okuma gerceklestirir. Ortalama
okuma uzunlugu hata orani yaklasik %4 oldugunda 20
niikleotid civarindadir. Flowcell prototipinde binlerce
okuma olusturulmasina ragmen, HeliScope sisteminde 600
milyon ile 1 milyar arasinda okuma yapilir.

Pasific Biosciences

Tek niikleotid dizileme platformlarindan biri olan
Pacific BioSciences (PacBio RS) [35] 2010 yilinda simnirl
sayida piyasaya siliriilmiistiir. Bu yontemde DNA polimeraz
molekiilleri zero-mode waveguide (ZMW) igerisinde
immobilize edilir [36]. Kalip DNA molekiilleri dizileme
icin polimeraz ile baglanir. Her biri farkli floresan boya ile
etiketli dort niikleotidte karisim igerinde hazir bulunur. Bu
immobilize edilen DNA polimeraz modeli Helicos ile
karsilastirildiginda daha uzun DNA kaliplarinin analizine
izin verir [37]. Immobilize DNA polimeraz lazer
uyarmalar1 tarafindan bozulmaya ugrar ve yeniden
degistirilemez. Bu durum okuma uzunlugu potansiyalini
siirlamaktadir. Ek olarak bu metot yeni nesil DNA
dizileme metotlar1 arasinda en yiisek hata oranma (%15)
sahiptir. Fakat ayn1 molekiiliin goklu okunmasi ile dizileme
yapilarak bu durumun istesinden gelinebilir ve hata
elimine edilebilir [37, 38].

Life Technologies — VisiGen/Starlight

2008 yilinda Life Teknolojileri tarafindan satin alian
VisiGen real-time DNA dizileme sistemi ile dizileme yapan
tek molekiil dizileme platformlarindan biridir [39]. O
zamandan beri Life Tech Starlight platformu olarak
yeniden adlandirilmustir. Birlesen niikleotidlerin
belirlenmesi i¢in kuantum dot (qdot)-tiirevi floresan enerji
transfer (FRET) kullanilmasindan dolay1 bu isimlendirme
yaptlmistir. Kalip DNA'lar cam yiizeye yapismis
oligoniikleotidlere baglanarak sabitlenir ve sabitlenen
oligoniikleotidler tamamlayict DNA fragmentleri ile
astarlanir. PacBio RS gibi Starlight sistemi de DNA
dizilerinin belirlenmesinde dort-renk floresan goriintiileme

kullanir. Helicos gibi DNA polimerazin yenisiyle
degistirilebilme avantajina sahiptir. Su anda bu teknolojinin
diger yeni nesil DNA dizileme yontemleri ile nasil
karsilastirilacagi bilinmemektedir. Ancak okuma uzunlugu
acisindan (harcanan polimerazin yenisiyle degistirilme
yeteneginden dolayr) muhtemelen PacBio ile rekabet
edebilir veya daha iyi performans gosterebilir [10].

NanoporDizileme

Nanopor dizileme tgilincii nesil dizileme metotlart
arasinda yer alan bir metottur. Nanopor iyon degisimini
kolaylastiran lipit tabaka iizerine gémiilii protein kanalda
bulunabilen ince bir biyopordur [40]. Nanopor dizilemenin
konsepti a-heptamerik (aHL) por boyunca tek zincir
DNA'nin dizilmesini igerir. aHL Staphylococcus aureus'tan
izole edilen 33 kD boyutunda bir proteindir ve 100 mV'm
iizerinde olaganiistii voltaji tolere edebilir [41]. Bu essiz
6zellik nanopor blok insasi roliinii destekler. Nanopor
dizilemede iyonik flow siirekli uygulanmaktadir. Giincel
bozulma standart elektrofizyolojik teknik aracihigiyla
basitce tespit edilir. Okuma tiim deoksiriboniikleosid
monofosfatlar (INMP) arasindaki boyut farkina dayanir.
Bu nedenle, verilen dNMP i¢in karakteristik gegerli
modiilasyon ile ayrim yapilir [17]. Giiniimizde Oxford
Nanopore Technologies biinyesinde MinlON, PromethION
ve GridION olmak iizere ii¢ cihaza ticari olarak erisim
saglanmaktadir [42].

Yeni nesil DNA dizileme metotlar1 arasinda yer alan
farkli stratejiler maliyet, okuma uzunlugu (bg) ve calisma
stiresi agisindan birbirlerine gore avantaj ve dezavantajlara
sahiptir.  Helicos  sistemi  diger  sistemler ile
kargilastirildiginda daha az kullamlmaktadir. Pasific
bioscience sistemi yeni nesil DNA dizileme metotlar
arasinda en yiiksek hata oramna sahiptir. Ion torrent
sisteminin ¢alisma siiresi olduke¢a kisadir. Ancak bitkilerde
kullanimi kisith kalmigtir. 454 ve Illumina teknikleri gerek
verim, gerekse giivenilirlik agisindan bitkilerde en yaygin
kullanilan metotlardir.

Yeni nesil dizileme teknolojilerinin piyasaya ¢ikmasi
biyolojide, genomik ve transkriptomik yaklagimlarda
devrim yaratmistir. Bu yeni dizileme araglar kesif,
popiilasyonlarda genetik markirlarin degerlendirilmesi ve
dogrulanmasi icin degerlidir [43]. Ornegin molekiiler
markir gelistirme ¢aligsmalar1 kapsamindaDNA'da tek baz
degisimini ifade eden tek niikleotid polimorfizmi (SNP
veya nokta mutasyonu) yeni nesil dizileme yontemleri ile
belirlenebilir. SNP genetik varyasyonlarin belirlenmesinde
ve baglanti haritalarmi olugturulmasinda kullanilabilir.
Tim prokaryot ve Okaryotlarda DNA {izerinde 1-6
niikleotid arasinda tekrar eden dizileri ifade eden basit dizi
tekrarlar1 (SSR) yiiksek mutasyon oranit ve buna bagh
olarak yiiksek polimorfizm oranindan dolay1 baglanti
haritalarinin gelistirilmesinde, kantitiatif &zellik lokusu
(QTL) haritalamada, markir yardimiyla seleksiyon
uygulamalar1 igin olduk¢a uygundur. Yine yeni nesil
dizileme platformlar1 kullanilarak transkripton analizi,
ploidi seviyesinin belirlenmesi ve filogenetik ¢aligmalar
gergeklestirilebilir.

Yeni nesil DNA dizileme teknolojileri her gegen giin
gelismektedir.  Aragtiricilar  yeni  nesil  dizileme
teknolojilerinin en kisitlayic1 faktorlerinden biri  olan
maliyeti azaltmak ve verimi arttirmak amaciyla siirekli yeni
yontemler gelistirmektedir. Tek molekiil dizileme
tekniklerinde de son yillarda yenilikler olmustur. Bunlar
arasinda optik dizileme ve SMRT teknikleri sayilabilir.
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Optik Dizileme ve Haritalama

Cok uzun ancak maliyetine gore diisiik verimli okuma
yapan bagska teknolojiler de vardir. Ornegin tek molekiil
dizileme yontemlerinden biri olan optik dizileme ve
haritalama teknigi ile yiizlerce kilobaz uzunlugunda DNA
molekiillerinin gesitli restriksiyon enzimleri ile kesilerek
veya dizi spesifik kirpma enzimleri ile muamele edildikten
sonra isaretlenerek dizilenmesi miimkiindiir. Klasik
dizileme ile dizilenmesi zor olan yiiksek tekrarlayan ve
duplike genoma sahip musir, bu tek molekiil dizileme
teknigi ile bagarili bir sekilde analiz edilmistir [44]. Bu
optik dizileme teknolojileri genom yapisi i¢in giiglii bir
goriiniim saglar fakat gen ifadesi analizleri gibi yiiksek
sayida okuma gerektiren uygulamalar igin ayrintili dizi
verileri saglayamaz [45].

Single-molecule real-time DNA sequencing (SMRT®)

DNA dizileme araciligiyla tek-niikleotid
resoliisyonunda modifiye bazlarin direkt belirlenmesi
gerceklestirilmektedir. SMRT metodu bakteri DNA
metiltransferazlarinin  karakterizasyonu i¢in uygun bir
tekniktir. Bu metot pulse width (PW) ve interpulse duration
(IPD) olmak tizere iki parametre seklinde, her dNTP'nin
birlesme oraninin kinetik veri iligskisinden yararlanir. Bu
kinetik parametrelerdeki onemli degisiklikler SMRT
dizileme sirasinda DNA polimeraz zincir tizerinde m6A,
m5C veya 5-hmC ile kargilagtigi zaman gozlenmistir. Bu
farkli  kinetik  igaretler @DNA  Ornegindeki  baz
modifikasyonlarmm tipi ve pozisyonunun belirlenmesine
olanak saglar [46].

RNAP sequencing

Tek molekiil DNA dizileme igin ¢ok farkli bir yaklagim
RNA polimeraz (RNAP) kullanilarak gelistirilmistir [47].
Bu yontemde, RNAP bir polistiren boncuga baglidir. DNA
fragmentinin bir ucuna bagka bir boncuk baglidir. Her
boncuk optik tuzaga yerlestirili. RNAP, DNA fragmenti
ile etkilesir ve kalip boyunca RNAP'm transkripsiyonel
hareketi iki boncuk arasindaki DNA'mm uzunlugunu
degistirir. Bu durum tek DNA molekiilii iizerinde tek-baz
¢Oziinmesi ile sonuglanan angstrom oraninda hassaslik ile
kaydedilebilen iki boncugun yer degistirmesine yol agar.
Bu yontem ile dort niikleotid igin yer degistirme kayitlar
hizalanarak ve kalibrasyon igin dizilenecek bilinmeyen
fragmentleri kusatan bilinen diziler kullanilarak dizi
bilgilerini anlamak miimkiin olmaktadir [8].

2010 yilinda National Human Genome Research
Institute (NHGRI) diisiik maliyetli tgiinct nesil dizileme
teknolojilerinin gelisimi igin 10 farkli arastirma grubuna
fon saglamustir [48]. NHGRI'niin destekledigi projelerden
bir tanesi Droplet-based microfluidic teknigidir. Abate ve
ark. [49] Droplet-based microfluidic tekniginin saniyede
binlerce mikrometre o&lgekli damlaciklar1 {iretebildigini
bildirmislerdir. Bu teknige gore her damla toplam bilesenin
kiigiik miktarlart ile dakikada milyonlarca reaksiyonun
gergeklesmesine  izin  veren bireysel biyokimyasal
reaksiyonun evi olabilir.

Bitkilerde Yeni Nesil DNA Dizileme Calismalar

Bitkilerin tim genomumun yeni nesil dizileme
teknolojisi kullanilarak dizilenmesi ile ilgili c¢aligmalar
2010 yilindan itibaren yayinlanmaya baslanmistir. 2010
yilina kadar ise bazi bitkilerin genomlarmin bir kismi
dizilenmistir. Ornegin 2006 yilinda [50] iki temel gift
¢enekli bitkinin (Nandina  domestica  Thunb.
(Berberidaceae) ve Platanus occidentalis L. (Platanaceae)
plastid genomu, 2009 yilinda [50] bir tiir yabani ot olan

Amaranthus tuberculatus (waterhemp) bitkisinin kloroplast
genomu yeni nesil dizileme teknigi kullanilarak
dizilenmistir. Arpada yiiriitilen yeni nesil DNA dizileme
calismalar1 sonucunda bir genom snapshot; yaklasik %1
haploid genomuna esdeger olarak tespit edilmis ve arpa
genomunun yaklastk %60 transpose edilebilir elementler ve
yaklagik %9 yeni tekrar dizileri igerdigi gosterilmistir [5,
52].

Melonomiks projesi c¢ercevesinde, kavunun (Cucumis
melo L.) 480 Mbp’lik genomu, Roche 454 GS FLX
Titanium sistemi ile dizilenmistir. Toplamda, 24 milyondan
fazla okumayr temsilen 17.6 X kavun genomu
dizilenmistir. Simdiye kadar kavun genomunun 382 Mb’lik
kismt (%80) dizilenmistir [53].B73 ve Mol7 kodlu dogal
musir hatlarinda 454 dizileme teknigi kullamilarak aday
SNP’ler tespit edilmistir. Belirlenen SNP'lerden yaklasik
%85'1 (94/110) Sanger dizileme tarafindan basarili bir
sekilde dogrulanmigtir. Bu dogrulama oranina dayanarak,
bu pilot denemede 2400'den fazla musir geni igerisinde
4900'dan fazla gegerli SNP tamimlanmugtir [54]. Novaes ve
ark. [55] yapmug olduklari galismada agronomik agidan
o6nemli olan fakat az sayida genomik arastirma yapilan
Eucalyptus grandis bitkisinin genomunda SNP'leri tespit
etmiglerdir. Bu amagla caligmada 21 farkli Okaliptus
genotipinin dokularindan esit miktarda ornek almarak
havuz olusturulmus, daha sonra mRNA izolasyonu
gerceklestirilmistir. Bir araya toplanan mRNA &rnekleri
dizileme ig¢in c¢DNA kiitiiphanelerinin olugturulmasinda
kullanilmistir. 454 dizileme teknigi kullanilarak toplamda
148.4 Mbp EST dizisi olusturulmustur. Calisma sonunda
toplam 23.742 SNP belirlenmistir. Sanger dizileme teknigi
ile lokuslarda bulunan 337 SNP'nin 279'unun (%82.8)
gecerliligi dogrulanmustir. Bir bagka SNP tespit projesi
yiiksek heterozigot ve poliploid genoma sahip seker
kamiginda gergeklestirilmistir. Seker kamigi Saccharum
officinarum ve Saccharum spontaneum melezidir [56].
Calismada 307 PCR  amplifikasyonu  haritalama
populasyonuna ait iki ebeveynde (Q165 ve 1J76-514)
gerceklestirilmistir. Esit miktarda PCR iriinleri kullanilarak
bir havuz olusturulmus ve 454 FLX dizileme sistemi ile
dizi analizleri yiiritilmistir. Ortalama 90.000'den fazla
454 okuma her iki ebeveyn i¢in elde edilmistir. Q165
ebeveyninde 1.632 ve 1J76-514 ebeveyninde 1.013 aday
SNP  belirlenmistir.  Benzer  sekilde = Amaranthus
(Amaranthus caudatus) bitkisininde dort haritalama
populasyonuna ait ebeveynlerinde SNP  belirleme
galismalart 454  FLX  dizileme  metodu ile
gerceklestirilmistir [57]. ikili karsilastirma ile belirlenen
SNP'lerin sayis1 140'tan 11.047'ye kadar degisiklik
gostermistir. Sanger dogrulamasi ile 35 SNP'min 34'{iniin
(%97) gecerli oldugu gosterilmistir [29]. Kompleks bitki
genomunda yeni nesil dizileme ile SNP kesfi misirda 454
teknolojsi ile AFLP (Amplifiye Par¢a Uzunluk
Polimorfizmi) analizi birlestirilerek kanitlanmistir. AFLP
fragment kiitiiphaneleri 454 sekanslama teknolojisi
kullanilarak 5-10 kat fazla dizilenir ve hatali diziler
cogaltilmig parcalardan ayrilan diziler hizalanir ve gercek
polimorfizm belirlenir. Bu sistem musirda dogrulanmis ve
belirlenen SNP'lerin %75' dogru polimorfizm olarak teyit
edilmigtir [27]. Zalapa ve ark. [58] yapmus olduklari
caligmada, turna yemisi (Vaccinium macrocarpon Ait.)
bitkisinin genomunda 454 dizileme metodu ile SSR tespit
etmisglerdir. Calismalar1 sonucunda 107244 SSR lokusu
kesfedilmis ve AG tekrar dizisi %35 orami ile en sik
rastlanan SSR motifi olmustur.

Domates gen kaynaklart icerisinde, genetik cesitliligi
belirlemek amaciyla alti dogal domates variyetesinin kok,
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yaprak, cigek, meyve ve kallus dokularindan cDNA
kiitiiphanesi olusturulmustur. Illumina GAII yeni nesil
dizileme teknolojisi kullanilarak her domates variyetesi igin
toplam dizinin 2.5 Gb’dan fazlas1 ortaya ¢ikarilmigtir. Tek
ve eslestirilmig 60 bp’lik okuma ile domateslerin 32.5 Mb
transkriptom dizilemesi gergeklestirilmistir. Bu yeni diziler,
tirler arasinda gen duplikasyonlarinin  belirlenmesi,
domates tek niikleotid polimorfizmlerinin incelenmesi gibi
gelecek analizler i¢in arag olacag belirtilmistir [59]. Huang
ve ark. [60] 150 rekombinant kendilenmis ¢eltik hatti ile
genetik  harita populasyonu olusturmuslar ve bu
populasyonda Illumina dizileme sistemi kullanarak
SNP'leri tespit etmislerdir. 150 rekombinant kendilenmis
hatta (RIL) ortalama uzakligi 25 SNP/Mb veya RIL igin her
40 kb'da 1 SNP olan toplam 1.493.461 SNP belirlenmistir.
Azam ve ark. [61] iki nohut genotipinde (ICC4958 ve
ICC1882) yaptiklar1 ¢alismada Illumina GA I yeni nesil
dizileme teknigini kullanarak nohut molekiiler 1slahi
caligmalarinda yararli olabilecek SNP'leri tespit etmislerdir.

Bitkilerde SNP'lerin belirlenmesinde Solexa dizileme
teknolojisinin kullanilabilecegi kanola (Brassica napus)
bitkisinde gosterilmistir [21]. Calismada Tapidor ve
Ningyou 7 genotipleri kullanilmistir. Geng bitkilerin
yapraklarindan elde edilen diziler yaklagik 26 Mb referans
dizi ile hizalanmistir. Hizalanmus diziler iki kiiltiir arasinda
okuma siddetine bagli olarak 23.330-41.593 aday SNP
oldugunu géstermistir. Papatya bitkisinde (Tragopogon
miscellus) 454 ve lllumina dizileme yontemleri kullanilarak
SNP'ler tespit edilmistir. Calismada T. dubius, T. pratensis
ve T. miscellus tiirleri kullamilmigtir. Diploid T. miscellus
tirlerinde 7782 SNP  tespit edilmistir [62]. Aegilops
tauschii bitkisinin genomunda yeni nesil DNA dizileme
metodu kullanilarak SNP'ler tespit edilmistir. Aegilops
tauschii AL8/78 genotipinin genomik DNA's1 Roche 454
platformu ile, Aegilops tauschii AS75 genotipinin genomik
DNA's1 SOLID ile dizilenmstir. Toplam 195.631 SNP gen
bolgelerinde kesfedilmistir. 155.580 SNP karakterize
olmayan tek-kopya bolgelerinde, diger 145.907 SNP ise
tekrar baglanti noktalarinda kesfedilmistir [63].

SONUC

1950°1i yillardan itibaren Molekiiler Biyoloji biliminin
hizla gelismesi ile DNA ¢alismalari 6n plana ¢ikmustir.
Gegtigimiz 10-15 y1l igerisinde de yeni nesil DNA dizileme
teknikleri ile yiritiilen caligmalar olduk¢a hizlanmis ve
halen hizla devam etmektedir. Cesitli yeni nesil dizileme
platformlar1 su an ulasilabilir durumdadir. 2000°1i yillarin
basindan bu yana DNA dizi analizi i¢in kullanilan
metotlarda ve cihazlarda ¢ok hizli bir gelisim
gerceklesmistir. Farkli dizileme yollarina, ¢esitli 6rnek
hazirlama stratejilerine, immobilizasyona ve niikleik asit
kimyasmna sahip bu dizileme yontemleri halen
gelistirilmeye devam etmektedir. Bitkilerde yeni nesil DNA
dizileme metotlar: kullanilarak gergeklestirilen ¢aligmalar
incelendiginde, 454 ve Illumina dizileme stratejileri
kullanilarak yapilan c¢aligma sayisinin daha fazla oldugu
gbze carpmaktadir.
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