Uluslararast Tarim ve Yaban Hayatt Bilimleri Dergisi (UTYHBD), 2018, 4(2): 161 - 167
International Journal of Agriculture and Wildlife Science (IJAWS)
doi: 10.24180/ijaws.469748

Arastirma makalesi
Research article

Narda (Punica granatum L.) Yeni Nesil Dizileme Teknolojisi Kullanilarak SSR

Ozhan Simsek™

Markirlarinin Gelistirilmesi

Dicle D6nmez?>  Burhanettin imrak®  Ahsen Isik Ozgiiven*  Yildiz Aka Kacar'

Cukurova Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bahce Bitkileri Bsliimii, Adana

2Cukurova Universitesi, Biyoteknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi, Adana
3Cukurova Universitesi, Pozanti Tarimsal Uygulama ve Arastirma Merkezi, Adana
4Uluslararasi Kibris Universitesi, Tarim Bilimleri ve Teknolojileri Fakiiltesi, Bitkisel Uretim ve Teknolojileri B8limd,

Lefkosa, Kuzey Kibris

Gelis tarihi (Received): 12.10.2018 Kabul tarihi (Accepted): 19.11.2018

Anahtar kelimeler:

Mikrosatellit, gen, primer,
DNA

*Sorumlu yazar
ozhan12@gmail.com

Ozet. Nar cok yillik, cali formunda, cok kuvvetli kok sistemine sahip bir subtropik iklim bitkisi olarak
bilinmektedir. Mikrosatellitler ylksek organizmalara ait kromozomlar Uzerinde ardisik olarak
tekrarlanmakta olan 1-6 bp nikleotid gruplarindan olusmaktadir. Son yillarda gelistirilen ve
glinimizde en dnemli teknolojilerden biri olarak karsimiza ¢ikan yeni nesil DNA dizileme teknolojileri
yliksek dogrulukla, ultra hizli dizileme yapabilmektedir. RNA dizileme gen ifadesinin kantitatif analizi
icin en gugld ve yeni teknolojilerden biridir. Bu ¢alismada yeni nesil dizileme teknolojileri kullanilarak
narda mikrosatellit bdlgelerinin tespit edilmesi amaglanmistir. Bu amacla RNA-seq calismalar
ylratilmustir. RNA-seq analizlerinde 'Hicaznar' ve '33N26' cesitleri kullanilmistir. Biyoinformatik
calismalar sonucunda DNA Uzerinde mikrosatellit bodlgelerin tanimlanmasi saglanmistir. Calisma
sonunda yaklasik 19,000 mikrosatellit belirlenmistir. Bu bolgeler arasindan rastgele segilen 20 SSR (Basit
Dizi Tekrarlar) primeri gifti 40 farkl nar genotipinde test edilmistir. Yapilan analizler sonucunda 20 SSR
primer ciftinden de basarili bir sekilde amplifikasyon saglandigi, bunlardan 5 tanesinin polimorfik

sonuglar verdigi tespit edilmistir.

Development of SSR Markers by Using Next Generation Sequencing Technology in

Pomegranate (Punica granatum L.)
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Abstract. Pomegranate is known as a subtropical climate plant with very strong root system, in
perennial, bushy form. Microsatellites are composed of 1-6 bp nucleotide groups which are repeated on
successive chromosomes of high organisms. New generation DNA sequencing technologies developed
in recent years and emerging as one of the most important technologies today can perform highly
accurate, ultra-fast sequencing. RNA sequencing is one of the most powerful and new technologies for
the quantitative analysis of gene expression. In the present study, it is aimed to identify microsatellite
regions in pomegranate by using new generation sequencing technologies. RNA-seq studies have been
carried out for this purpose. The 'Hicaznar' and '33N26' varieties were used in RNA-seq analyzes. As a
result of the bioinformatics studies, identification of microsatellite regions on DNA has been achieved.
Approximately 19,000 microsatellites were determined at the end of the study. 20 SSR primer pairs
randomly selected from these regions were tested in 40 different pomegranate genotypes. As a result of

the analysis, 20 SSR primer pairs were successfully amplified and 5 of them provided polymorphic results.
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GiRis

Tropik ve subtropik iklim meyvesi olarak bilinmekle
birlikte sicak ve iliman iklim bdlgelerinde de sinirli bir
sekilde yetisebilen narin dinyada ve Ulkemizdeki
Uretim ve tlketimi her gecen giin artmaktadir. Nar
meyveleri Ozellikle demir, potasyum ve C vitamini
icerigi  bakimindan zengindir. Diinyanin bircok
bolgesinde farkh kiiltlrlerde sifali bitki olarak tedavi
amaciyla kullanilmaktadir. Ayrica nar, ¢ogaltimi ve
bakimi kolay, hastalik ve zararlilara karsi oldukg¢a
dayanikli, erken verime yatan, birim alandan yuksek
verim alinan, her yil diizenli Urlin veren, i¢c ve dis
pazarlarda iyi fiyatla satilan, uzun bir raf émri olan,
tasimaya ve depolamaya uygun 6nemli bir meyve
tiradur (Silva et al, 2013). Bilinen en eski meyve
tirlerinden biri olan nar, toprak ve iklim kosullari
yonlinden ¢ok fazla segici olmamasi ve -10 °C'deki
disuk sicakliklara dayanabilmesinden dolay genis bir
yayihim alani gostermektedir (Onur 1982; Yilmaz 2007;
Dalka 2010). Narin anavatanlari Giiney Kafkasya, iran,
Afganistan, Glney Asya, Bati Asya, Anadolu ve Akdeniz
arasindaki bolgeleri kapsamaktadir. Narin ayrica,
Avrupa ve Afrika'nin Akdeniz sahil bdlgelerinde, Cin,
Hindistan, Arabistan, Sili, Arjantin, Kaliforniya, Arizona
ve Kuzey Meksika'da da yetistiriciligi yapilmaktadir
(Ozbek 1977; Dokuzoguz ve Mendilcioglu 1978; Onur
1983). Nar ulkemiz igin dnemli bir meyve turd olarak
bilinmektedir. Diinya capinda kuglk 6lgekte Uretimi
gerceklestirilen nar meyvesinin Uretimi ve ihracatinda
tlkemiz ilk siralarda yer almaktadir. Ulkemiz nar
Uretimi icin oldukga elverisli kosullara sahiptir. Son
yillarda, Tlrkiye'deki mevcut nar Uretim ve ihracat
potansiyelinin  arttinlmasi  icin  yeni  gesitlerin
gelistirilmesine yonelik calismalar 6nemi 6n plana
cikmistir. Son yillarda klasik islah galismalari ile beraber
biyoteknoloji ¢alismalarinin da bircok bitki tiriinde
yurutilen 1slah  calismalarina  adapte  edildigi
gozlenmektedir. Ozellikle molekiiler tekniklerin islah
streglerine adapte edilmesi ile slirecin kisaltiimasi ve
erken dénemde bazi oOzellikler agisindan seleksiyon
yapilabilmesi mimk{n olmaktadir (Simsek et al.,, 2017).
Son donemlerde hizla gelisme gdsteren molekiler
tekniklerin bitki islahinda kullanimi ile bircok anlamda
fayda saglanabilmektedir. S6zi gecen bu molekiler
teknikler arasinda kullanim sikhgi oldukga yiiksek olan
SSR markirlari gbze c¢arpmaktadir. Mikrosatellitler
yiksek organizmalara ait kromozomlar (zerinde
ardisik olarak tekrarlanmakta olan 1-6 bp nikleotid
gruplarindan olusmaktadir. SSR tekniginde genomda
tekrarlanan baz dizilerinin bulundugu bdlgeler
cogaltilir. Tekrar sayilarina gore polimorfizm olusur ve
farkli sayidaki tekrarlari temsil eden her bant, farkl bir

2 alleli gosterir. Tekrarlanan DNA'larin sagindaki ve
solundaki zincirler o dizine 6zguddr, yani spesifiktir. Bu
dizinler SSR primerlerini dizayn etmek icin kullanilarak
belli bir lokus PCR ile klonlanip ¢ogaltihr. SSR bir
kodominant markir sistemidir. Yani heterozigot alleller
homozigotlardan ayirt edilebilir ve PCR kullanimi ile
allellerin jel Uzerine seperasyonunun yapilmasiyla
genom Uzerinde belli bolgelerdeki genetik bilgilere
ulasmak muimkindir. Son vyillarda gelistirilen ve
glinimizde en o6nemli teknolojilerden biri olarak
karsimiza cikan yeni nesil DNA dizileme teknolojileri
yuksek dogrulukla, ultra hizlh dizileme yapabilme
kapasiteleri sayesinde transkriptom analizi, ploidi
seviyesinin belirlenmesi, molekiler markir gelistirme
ve mRNA profilinin belirlenmesi gibi bir¢ok calismada
kullanilabilmektedir (Donmez et al, 2015). RNA
dizileme gen ifadesinin kantitatif analizi i¢cin en guglu
yeni teknolojilerden biridir. Tipik bir RNA dizileme
deneyinde cDNA sentezi ve sonrasinda RNA
karisimlarindan ~ olusan  DNA  fragmentlerinin
olusturulmasi saglanir. Bir veya iki uca eklenen dizi
adaptorleri daha sonra her cDNA fragmentine ilave
edilir ve kisa bir dizi ylksek verimli dizileme teknolojisi
kullanilarak dizileme gerceklestirilir. (Wang et al,
2009). Mikrosatellit  markirlari  bitki  genetik
calismalarinda en ¢ok bilgi saglayan DNA tabanli
markir sistemleridir. Fakat SSR markirlarinin klasik
yontemler ile gelistirilmesi zordur ve daha yliksek
maliyet gerektirmektedir. Yeni nesil dizileme
metotlarinin en buytk avantajl genom boyunca
yayllan ve gen tabanli olan mikrosatellit lokuslarini
iceren cok genis sekans datalari sunmasidir. Bu
calismada, glinimizde molekuler biyoloji alaninda
son derece 6nemli hale gelmis olan yeni nesil dizileme
teknolojileri kullanilarak narda mikrosatellit
bdlgelerinin tespit edilmesi amaglanmistir. Bu amacgla
RNA-seq olarak bilinen RNA'nin sekanslanmasina
dayali yeni teknoloji ile ¢alismalar yiritilmuis ve elde
edilen diziler ile gergeklestirilen biyoinformatik
calismalar sonucunda DNA U(zerinde tekrar eden ve
mikrosatellit olarak adlandirilan bdlgelerin
tanimlanmasi saglanmustir.

MATERYAL VE METOT

Bitkisel Materyal

SSR markirlarinin gelistirilmesi amaciyla iki farkli
nar  cesidinde RNA sekanslama analizleri
gerceklestirilmistir. RNA-seq analizleri icin Cukurova
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahce Bitkileri Bolimi nar
genetik koleksiyonunda yer alan 'Hicaznar' ve '33N26'
cesitleri kullanilmistir.
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RNA izolasyonu ve RNA’'min Kalite-Miktar
Tayini

RNA-seq analizlerinin gergeklestiriimesi igin ilk
olarak 'Hicaznar' ve '33N26' nar cesitlerine ait
orneklerden RNA izolasyonu gercgeklestirilmistir. RNA
izolasyonunda nar icin 6zel olarak gelistirilmis Zarei et
al. (2012)'nin bildirdigi yéntem izlenmistir. izole edilen
RNA'nin  safligi  ve konsantrasyonu Nanodrop
spektrofotometre ile dl¢limistir. RNA saglamhigi 28S
ve 18S ribozomal RNA alt birimlerinin varhgr ile
degerlendirilmistir.  Alt  birimlerin  varligi %1
formaldehit ve etidium bromid agaroz jel elektroforezi
ile 312 nm dalga boyundaki goriintileme ile tespit
edilmistir.

RNA-seq Analizleri ve
Belirlenmesi

Toplam RNA ekstraksiyonunu takiben 6rneklere
DNase | uygulamasi yapilmistir. Ardindan oligo(dT)'ler
kullanilarak mRNA izolasyonu gerceklestirilmistir. izole
edilen mRNA'lar fragmentasyon bufferi ile kanistirihp
fragmante edilmistir. mMRNA fragmentleri template
olarak kullanilarak cDNA sentezi gerceklestirilmistir.
Kisa fragmanlar EB solisyonu ile saflastiriimis,
ayristirilmis ve tek adenin niikleotidi eklenmistir. Daha
sonra kisa fragmanlar adaptorlere baglanmistir. PCR
amplifikasyonu icin uygun fragmentler secilmistir.
Daha sonra olusturulan bu kitiphaneler Illumina
HiSeq 4000 cihazi kullanilarak sekanslanmistir.

SSR Bolgelerinin

Cizelge 1. Primerlere ait sekans bilgileri.
Table 1. Sequence information of primers.

Sekanslama sonrasinda ham okumalar elde edilmistir.
ilk olarak bilinmeyen baz siralari (N), adaptér
kirliliginden kaynakli siralar ve disuk kaliteli okumalar
filtrelenmis ve net okumalar elde edilmistir. RNA-seq
analizleri BGI biinyesinde gerceklestirilmistir.

RNA-seq sonucunda elde edilen tiim transkriptom
boyunca mikrosatellit bolgeleri belirlenmistir. SSR
bolgeleri MilcroSAtellite programi (MISA)
(http://pgrc.ipk-gatersleben.de/misa/) kullanilarak
belirlenmistir. Belirlenen tekrar bdlgelerinin hangi
oranlarda di-, tri, tetra-, penta-, hexanukleotidler
icerdigi ve tekrar sayilari tespit edilmistir. Ortaya
¢ikarlan tekrar bolgelerine dayili SSR  primerleri
tasarlanmistir.

SSR Primerlerinin Test Edilmesi

RNA-seq analizleri sonucunda elde edilen SSR
markirlarindan  rastgele 20  tanesi, Cukurova
Universitesi,  Ziraat  Fakiltesi, Bahce  Bitkileri
Bunyesinde bulunan 40 adet nar genotipi kullanilarak
test edilmistir. Nar genotiplerinden MiniPrep CTAB
yontemi (Edwards et al, 1991) kullanilarak DNA
izolasyonlari gerceklestirilmistir. DNA'larin kalitesi ve
miktarlar spektrofotometre ile (NanoDrop ND 100)
Olglimler yapilarak belirlenmistir.

SSR  analizlerinde  RNA-seq  sonuglarindan
gelistirilen 20 primer cifti kullanilmistir. Primerlere ait
sekans bilgileri Cizelge 1'de sunulmustur.

No Forward Primer No Reverse Primer

1F GTTCCATCTTTGTACGAGTCTCA 1R ATGCAAACAAAACACCTGAAGAT
2F AGTTCCATCTTTGTACGAGTCTCA 2R ATGCAAACAAAACACCTGAAGAT
3F TTCCATCTTTGTACGAGTCTCATT 3R ATGCAAACAAAACACCTGAAGAT
4F GTTCCATCTTTGTACGAGTCTCATT 4R ATGCAAACAAAACACCTGAAGAT
5F TCCATCTTTGTACGAGTCTCATT 5R ATGCAAACAAAACACCTGAAGAT
6F GGTCTGATTTGGTTATGATCAGG 6R GTGAGTTGGGTGAGAGAAGAGG
7F GGAGGGTCTGATTTGGTTATGAT 7R GTGAGTTGGGTGAGAGAAGAGG
8F AGATTTCTGAGAACCTGAGGAGG 8R GTGAGAGAAGAGGCCAAACAGAG
9F TTAAATTCTTCCTTCCTGCAACA 9R TTCAGTTGACCTTCACTCACTCA
10F CTTCCTGCAACAATCATTTCTTC 10R TTCAGTTGACCTTCACTCACTCA
11F ATTTTCACCCTTTTCACTTTCGT 11R TTCAGTTGACCTTCACTCACTCA
12F TTAAATTCTTCCTTCCTGCAACA 12R TCAATTCAGTTGACCTTCACTCA
13F TTAAATTCTTCCTTCCTGCAACA 13R TGATGATTAAGGGTGTCAAGGAC
14F TGGATAGTCCAATGCCAGAGTAT 14R TCGGTTGGGTGTATGAGAATATC
15F TGGATAGTCCAATGCCAGAGTAT 15R TTCTTCTCCAAGGAAAAGGAAAG
16F TGGATAGTCCAATGCCAGAGTAT 16R TCTTCTCCAAGGAAAAGGAAAGT
17F CATGCTGGATATTAGCTTCGAGA 17R TCGGTTGGGTGTATGAGAATATC
18F CATGCTGGATATTAGCTTCGAGA 18R GTTCGGTTGGGTGTATGAGAATA
19F ATAAGCATCACAAAATTTCACGG 19R CCCCTCTTTCTTTTTGAAACCTA
20F ATAAGCATCACAAAATTTCACGG 20R TTTCCCCTCTTTCTTTTTGAAAC
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SSR- PCR Kosullart

Bitkisel materyallerden izole edilen DNA’lar
seyreltilerek sentetik olarak hazirlanmis SSR primerleri
ve tim reaksiyon komponentleri eklenerek “Thermal
cycler” igerisine yerlestirilmistir. PCR reaksiyonu
toplam 20 pl (25 ng DNA, 2X PCR master mix, 2.5 mM
MgCl, 2 pmol primer (ileri+geri), 0.8 UGnite Taqg DNA
polimeraz, 5ul ddH;0) olacak sekilde hazirlanmistir.
PCR amplifikasyonu; ilk denatlirasyon asamasi 3 dk. 95
°C, daha sonra 1 dk 95 °C, 1 dk 55 °C, 1 dk. 72 °C (35
dongt) ve 5 dk 72 °C son polimerizasyon olacak
sekilde gerceklestirilmistir.

Li-Cor icin Poliakrilamide Jel Hazirligt ve
Elektroforez Kosullart

Laboratuvar calismasi sonucunda elde edilen PCR
drnlerini kosmak amaciyla %6.5 poliakrilamide jel
hazirlanmistir. Jel polimerizasyonu tamamlandiktan
sonra  aparat  Li-Cor  Elektroforez  cihazina
yerlestirilmistir. Cihazda, 1000 V, 35 mA, 25 W 45°C'de
yaklasik 30 dk. 6n isitma yapilmistir. Ardindan esit
miktarda formamide yikleme bufferi eklenmis ve
PCR'da 95 °C de 4 dk denatiire edilen 6rneklerden 1 pl
jel'e pipet yardimiyla yiklenmistir. Daha sonra 1500 V,
35 mA, 50 W 48 °C kosullarinda 1.5 saat
kosturulmustur.

Sonuclarin Degerlendirilmesi

SSR analizleri sonucunda elde edilen DNA bant
profilleri  karsilastirilarak  degerlendirilmistir.  Nar
genotiplerinden her primer cifti icin elde edilen toplam
DNA bant profilleri ve polimorfik DNA bant profilleri
sayllarak polimorfizm oranlari hesaplanmistir.

BULGULAR VE TARTISMA

GCalismada kullanilan  ‘Hicaznar' ve '33N26’
cesitlerine ait 6rneklerden elde edilen RNA'lar Illumina
HiSeq 4000 cihazi kullanilarak sekanslanmistir. RNA
dizilemesi gerceklestirilen &rneklerde 4524 Mb
uzunlugunda toplam ham okuma yapilmistir.
Orneklerden toplam 45 milyon baz uzunlugunda temiz
okuma elde edilmistir. Calismada kullanilan tim
orneklerde %99'un (zerinde temiz okuma tespit
edilmistir. RNA-seq analizlerinde elde edilen okuma
verilerine ait bilgiler Cizelge 2'de sunulmustur.

Okumalar filtrelendikten sonra, temiz okumalar ile
de novo analizlerini gerceklestirmek igin Trinity
programi kullaniimistir. Transkriptlerin kalite Slcutleri
Cizelge 3'te gbsterilmistir. Orneklerde 48 binin
Uzerinde transkript elde edilmistir.

Mikrosatellit Bolgelerinin Belirlenmesi

RNA-seq analizleri sonucunda iki farkli nar
cesidinde gergeklestirilen de novo analizleri ile genom
Uzerinde tekrar eden bolgeler tespit edilmistir. Yapilan
incelemeler sonucunda tekrar bolgeleri icerdigi tekrar
motiflerine gore siniflandirimistir. Calisma sonucunda
elde edilen SSR tekrar sayilari ve motifleri Sekil 1'de
sunulmustur.

RNA-seq analizleri sonucunda nar bitkisi igin tekrar
sayllari ve motifleri belirlenmistir. Yapilan tespitler
sonucunda en yiksek tekrar motifinin 11.758 ile di-
niikleotid oldugu tespit edilmistir. Ayrica Sekil 1'den
de gorilecegi gibi 38-11758 arasinda degisen sayida
farkli tekrar motifleri ortaya ¢ikariimistir.

Cizelge 2. RNA-seq analizlerinde elde edilen okuma verilerine ait bilgiler.
Table 2. Reading data information obtained from RNA-seq analysis.

Toplam Ham  Toplam Temiz

Ornek

Toplam Temiz

Temiz Okuma Q20 Temiz Okuma Temiz Okuma

Okuma (Mb) Okuma (Mb) Baz Sayisi (Gb) (%) Q30 (%) Orani (%)
33N26 45.24 45.14 4.51 97.23 93.13 99.78
Hicaznar 45.24 45.14 4.51 97.65 93.9 99.78
Cizelge 3. Transkriptlerin kalite 6lcutleri.
Table 3. Quality criteria of transcripts.
. Toplam Toplam Ortalama o
Ornek Sayi Uzunluk Uzunluk N50 N70 N90 GC (%)
33N26 48.996 53.228.009 1.086 1.812 1.252 471 46.84
Hicaznar 54.011 60.085.573 1.112 1.869 1.288 486 46.55
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Sekil 1. RNA-seq analizleri sonucunda tespit edilen tekrar sayilari ve tekrar motifleri.
Figure 1. Repetition numbers and repetition patterns determined by RNA-seq analysis.

RNA-seq  analizleri  sonucunda  tasarlanan
primerlerden rastgele secilen 20 tanesi ile SSR
analizleri  gerceklestirilmistir.  SSR  analizlerinde,
Cukurova Universitesi Ziraat Fakdiltesi Bahce Bitkileri
BolUmu'ne ait nar parselinden secilen 40 nar genotipi
kullaniimistir. SSR analizleri sonucunda nar cesitlerine
ait DNA bant profilleri incelenmistir. SSR analizlerinde
kullanilan 20 primer ciftinin tamamindan basariyla
amplifikasyon saglanmistir. Bu primerlerden 5 tanesi
polimorfik sonuclar vermistir. SSR primerlerinden elde
edilen DNA bant profili bilgileri Cizelge 4.'te
sunulmustur.

Ulkemiz icin oldukca yiiksek bir potansiyele sahip
olan nar bitkisinde kisith sayida SSR  markiri
bulunmaktadir. Bu c¢alisma ile nar icin yeni nesil
dizileme teknolojileri kullanilarak bir¢cok SSR markiri
gelistirilmistir. Calisma kapsaminda yalnizca di-
nukleotid tekrari iceren toplam 11758 mikrosatellit
bolgesi tespit edilmistir. Di-nukleotid tekrarlarindan
baska 7678  mikrosatellit  bdlgesinin  varlig
belirlenmistir.

Cizelge 4. SSR primerlerinden elde edilen DNA bant profili

bilgileri.

Table 4. Information of DNA band profiles obtained from SSR

primers.

Primer Toplam Polimorfik  Polimorfizm
No bant sayisi bant sayisi orani

1 3 2 66.66
2 1 0 0
3 4 3 75
4 3 2 66.66
5 1 0 0
6 1 0 0
7 1 0 0
8 1 0 0
9 1 0 0
10 1 0 0
11 1 0 0
12 1 0 0
13 1 0 0
14 1 0 0
15 1 0 0
16 1 0 0
17 2 2 100
18 2 2 100
19 2 0 0
20 1 0 0
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Yeni nesil dizileme teknolojileri yayginlasmadan
once klasik ydntemlerle SSR primerlerinin tasarlanmasi
calismalari  ylrutdlmustir.  Ancak, bu  klasik
yontemlerde gelistirilen markir sayilari kisith kalmistir.
Pirseyedi et al. (2010), narda SSR markirlari gelistirerek
molekuler karakterizasyon cahismalari
gerceklestirmiglerdir. ~ SSR markirlari  gelistirme
stratejisi olarak 2'li ve 3'lU nikleotid tekrarlarini iceren
hibridizasyon problarini kullanmislar ve toplam 12 SSR
primeri gelistirmislerdir. Sonug¢ olarak arastiricilar
gelistirdikleri SSR markirlarinin nar genetik cesitliligi
calismalarinda  kullanilabilecegini  belirtmislerdir.
Calismamiz kapsaminda ise toplam yaklasik 19000 SSR
bolgesi tanimlanmistir. Bunlar arasindan secilen 20
tanesi de test edilmistir. Bu testleme sonucunda 5
primer ciftinin polimorfik sonuglar verdigi ve narda
kullanilabilecegdi belirlenmistir. Diger 15 primer ciftinde
ise basarili bir sekilde amplifikasyon elde edilmesine
ragmen kullanilan nar genotipleri agisindan bir
polimorfizm olmadigi tespit edilmistir.  Bunun
sebeplerinden biri kullandigimiz bitkisel materyalin
dar bir genetik cesitlilige sahip olmasi seklinde
aciklanabilir. Farkh bir calismada ise, nar bitkisi icin 11
SSR markiri gelistirilmistir. Calismada farkh tekrar
iceriklerine sahip problar ile hibridizasyon c¢alismalari
yUratalmastar. Gelistirilen 11 mikrosatellit primerleri
Tunus'tan 6rneklenen 27 nar genotipinde denenmistir.
Calisma sonucunda gelistirilen primerlerin genetik
iliski, DNA parmak izi calismalarinda kullanilabilecegini
belirtilmistir (Hasnaoui et al., 2010).

Curro et al. (2010), nar icin mikrosatellit-AFLP
teknigini kullanarak 9 SSR markiri gelistirmislerdir. SSR
markirlarinin kullanishhgini tespit etmek icin toplam 33
nar genotipinde DNA c¢alismalar yUrtatmuslerdir.
Calisma sonucunda gelistirilen SSR markirlarinin, daha
oOnce yuritilen cahsmalarda oldugu gibi disuk
polimorfizm gosterdigi bildirilmistir. Arastiricilar tespit
ettikleri dustk polimorfizm oraninin, genotipler
arasindaki dar genetik cesitlilik ile ilgili olabilecegini
belirtmislerdir. Diger bir calismada benzer olarak
narda SSR markirlari gelistirilmistir. Calismada, toplam
117 mikrosatellit lokusu gelistirmisler ve bu markirlarin
kullanilabilirligi 11 nar genotipinde test edilmistir.
Calismada gelistirilen 117 primerin 66'sinin polimorfik,
38'inin monomorfik, geriye kalan 13 primerin ise
istenilen amplifikasyonu saglamadigi tespit edilmistir
(Soriano et al., 2011). Mevcut calismamiz kapsaminda
oldukca yiiksek sayida SSR bdlgesi tespit edilmistir. Bu
bolgelerin ileride yuritllecek bircok molekdler
calismada kullaniimasinin 6nl agilmistir.

Bu calisma narda bu amagla yuritilen en kapsamli
calismalardan bir tanesi olmustur. Yeni nesil dizileme
teknolojilerinin bir¢ok avantaji bulunmaktadir. RNA-

seq teknigi, dizileme teknolojisinin kullanimi ile
transkriptomlarin  belirlenmesinde  kullanilan  bir
yontemdir. Bu yontem kullanilarak yapilan calismalar,
okaryotik transkriptomlara bakisi degistirmistir. RNA-
seq yontemi, diger yontemlere gore transkriptlerin
izoformlarinin seviyelerinin cok daha hassas ol¢imiin
saglar. RNA-seq teknigi yilksek dizeyde DNA
sekanslamayi, transkriptomlarin ileri analizini, SSR/SNP
tespiti ve haritalamayr mimkin kilmaktadir. RNA
sekanslama teknigi su ana kadar ortaya atilan diger
batin  tekniklerden daha Ust bir 6karyotik
transkriptom analizi ortaya koymaktadir. Calisma
kapsaminda da RNA-seq calismalari ile cok yukla dizi
bilgisi saglanmistir. Bu dizilerde tekrar bolgeleri
taranarak ~ 19,000'in  Uzerinde  SSR  markin
gelistirilmistir.  Yeni nesil dizileme teknolojileri
kullanilarak farkli bitki tirlerinde de SSR markiri
gelistirme calismalarn yuritilmustar. Zhang et al
(2012), yer fistigi bitkisinin tohum gelisimi strecinde
transkriptom karakterizasyonu, de novo analizleri ve
SSR markir gelistirme calismalar yiritmuslerdir. Bu
amagla, 3 vyer fistig1 c¢esidinin olgunlasmamis
tohumlarini kullanarak RNA-seq analizleri
gerceklestirmislerdir. Toplam 100 bp'den olusan 27
milyonluk okuma gerceklestirmisler ve 59.077 unigen
belirlemislerdir. Calisma sonucunda toplam 3.919
mikrosatellit markiri gelistirmisler ve 160 tanesini
kontrol etmislerdir. Farkh bir calismada, muzda (Musa
balbisiana) yeni nesil dizileme teknolojisi kullanarak
transkriptom analizleri kullanilarak SSR markirlar
gelistirilmistir. RNA-seq analizlerinde lon Torrent
platformunu kullanarak yaklasik 4.5 milyon okuma
gergeklestirilmistir. Biyoinformatik analizler
sonucunda ortalama uzunlugu 113 bp olan 82413
transkript tespit edilmistir. Transkriptlerin Swiss-Prot
veri bankasinda vyapilan arastirmalari sonucunda
35783 transkript belirlenmistir. Calisma sonunda
toplam 4780 SSR bolgesi tespit edilmis ve toplam 2628
SSR primeri tasarlanmistir. Bu primerler arasindan
rastgele secilen 30 tanesinin etkinligi muz
genotiplerinde arastiriimistir (Backiyarani et al., 2015).

SONUC

Bu arastirmada RNA-seq calismalari sonucunda
‘Hicaznar’ ve '33N262' nar cesitlerine ait drneklerden
elde edilen RNA'lar lllumina HiSeq 4000 cihazi
kullanilarak  sekanslanmistir. RNA  dizilemesi
gerceklestirilen orneklerde 45.24 Mb uzunlugunda
toplam ham okuma yapilmistir. Orneklerden toplam
45 milyon baz uzunlugunda temiz okuma elde
edilmistir. Calismada kullanilan tim 6rneklerde
%99'un Uzerinde temiz okuma tespit edilmistir. De
novo analizleri sonucunda ‘33N26" cesidinde 48.996,
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‘Hicaznar' cesidinde ise 54.011 transkript tespit
edilmistir. Dizileme calismalari sonucunda yaklasik
olarak 19,000 SSR bdlgesi tespit edilmistir. Sonug
olarak, iki farkli nar c¢esidi kullanilarak RNA-seq
calismalar yirutilmas ve toplam 19,000 civarinda
tekrar bolgesi belirlenmistir. Bu bdlgeler arasindan
rastgele segilen 20 SSR primeri cifti 40 farkli nar
genotipinde test edilmistir.  Yapilan analizler
sonucunda 20 SSR primer ciftinden de basarili bir
sekilde amplifikasyon saglandigi, bunlardan 5
tanesinin polimorfik sonuclar verdigi tespit edilmistir.
RNA-seq calismalari sonucunda tespit edilen SSR
primer ciftlerinin ileride yirutilecek DNA parmak izi ve
genetik haritalama calismalarinda kullanilabilmesinin
onu aciimistir.
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