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Yeni nesil sekanslama teknolojileri ve biyoinformatik alanlarinda gergeklestirilen gelismeler, giiniimiizde sekans
spesifik DNA markorlerinin yiiksek veri ¢ikish analizler ile tiim genom/transkriptom diizeyinde gelistirilmesine
olanak vermektedir. Son 10 yillik siiregte yeni nesil sekanslama platformlar1 ve sekans analiz yontemlerinin
cesitlenmesi, RAPD (rastgele ¢cogaltilmis polimorfik DNA), ISSR (basit dizi tekrarlar aras1) gibi sekans bilgisine
dayanmayan, jenerik DNA markérlerine bagvurmay: gereksiz kilmakta, bu tip markdrler yerine yiiksek tekrar
edilebilirlikte sonug iireten sekans spesifik markdorler bitki molekiiler genetigi uygulamalari igin kullanigh genomik
araclar olarak etkin sekilde kullanilmaktadir. Bu ¢alismada, ‘kekik’ adi ile bilinen baslica tibbi ve aromatik bitki
tiirlerinden olan Origanum vulgare L. genomuna 6zel genik SSR (basit dizi tekrar1) markorlerinin gelistirilmesi
amaglanmigtir. Origanum cinsi iyi bilinen tibbi ve aromatik bitkileri iginde barindirmakla birlikte, bugiine kadar
Origanum cinsine ozel gelistirilmis genom-spesifik markor sayisi yalnizca 33 adettir. Bu ¢aligma kapsaminda,
Tiirkiye’nin 6nemli bir gen merkezi oldugu Origanum cinsinin diinya genelinde yaygin olarak bilinen tiirleri
arasinda yer alan O. vulgare L. ssp. vulgare transkriptomu, de novo transkriptom birlestirme yontemi ile analiz
edilerek bir birlestirilmis transkriptom elde edilmis ve transkriptom sekansi triniikleotit SSR lokuslart igin
taranmigtir. Elde edilen lokuslarin, yiiksek GC igerigi ile kodlayan bolgelerde sik rastlanan tipte basit dizi tekrarlar
oldugu goriilmiistiir. Transkriptoma dayali gelistirilen DNA markorleri, genomik markorlere kiyasla daha yiiksek
korunmusluk diizeyi gostermekle birlikte, transkript edilen bolgelerdeki polimorfizmlerin fenotip iliskilendirme
analizleri igin elverislilikleri yiiksektir. Bu ¢aligma kapsaminda kekik transkriptomunda belirlenen SSR lokuslart
tizerinden yiiksek veri ¢ikish markor dizayni islemi gergeklestirilerek 1731 adet sekans-spesifik genik SSR
markorii gelistirilmistir. Agik okuma gergevesinde veya 5°/3” UTR bolgelerde (translasyona ugramayan bolge)
lokalize SSR polimorfizmlerinin kodlanan amino asit dizisini veya protein katlanmasmi ve gen ekspresyon
diizeyini etkileme potansiyelleri yiiksek oldugundan, bu markérler Origanum cinsi igin bir genom-spesifik aday
fonksiyonel markér seti olusturmaktadir.
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Developments in next generation sequencing technologies and bioinformatic analyses enable the identification of
sequence specific DNA markers at the whole genome/transcriptome level. During the last decade, diversification
of the next generation sequencing platforms as well as the associated sequence analysis algorithms have made
generic marker systems such as RAPD (random amplified polymorphic DNA) and ISSR (inter simple sequence
repeat) almost obsolete and sequence specific markers constitute useful genomic tools for applications in plant
molecular genetics. The aim of the present work was to develop genic SSR (simple sequence repeat) markers
specific for the well-known medicinal and aromatic herb, oregano (Origanum vulgare L.). Although the Origanum
genus hosts widely-recognized medicinal and aromatic species, only 33 genome-specific markers have been
developed to date for the genus. In the course of the present work, the transcriptome sequence of O. vulgare L.
ssp. vulgare, one of the most widely known members of the Origanum genus, was assembled via a de novo
transcriptome assembly approach. The assembly was scanned for the identification of trinucleotide SSRs. GC rich
loci were found to be the most abundant simple sequence repeats, which is indeed characteristic for coding
sequences. While genic SSRs are more conserved compared to genomic SSRs, markers that represent transcribed
loci are more likely to be useful for trait association studies. In the course of the present work, the loci identified
in the transcriptome sequences were used in the high-throughput marker development process, yielding a total of
1731 sequence-specific genic SSR markers. Since SSR polymorphisms located in open reading frames and 5°/3’
UTR (untranslated region) carry the potential to affect the amino acid sequence or protein folding and the level of
gene expression, the markers introduced in the present work constitute a genome-specific set of candidate
functional markers.
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GIRIS

‘Kekik’ adi ile bilinen baslica tibbi ve aromatik bitki tiirlerinden olan Origanum vulgare L. (2n =
2x = 30), antik caglardan beri baharat olarak ve yani sira c¢esitli hastaliklarin tedavisinde
kullanilmaktadir (Alekseeva ve ark., 2020). Origanum tiirleri, esansiyel yag iceriklerinde bulunan
sekonder metabolitler sebebi ile antienflamatuar, antioksidan, antibakteriyel, antidiabetik, vb. pek ¢ok
farkli biyolojik aktivite gostermektedir. Tiirkiye’nin de icinde yer aldig1 Akdeniz cografyasinda yayilim
gosteren Origanum tirlerinin %65°1 (23 tiir) iilkemizde endemiktir ve dolayisi ile Tiirkiye Origanum
cinsi i¢in bir gen merkezidir (Bozdemir, 2019). O. vulgare L. ssp. vulgare, O. vulgare L. ssp. hirtum ve
O. majorana L., diinya genelinde en ¢ok bilinen baglica Origanum tiirleridir (Alekseeva ve ark., 2023).

Dogal veya kiiltiire alinmis bitki popiilasyonlari geleneksel olarak fenotipik ve duyusal 6zelliklere
dayali olarak tanimlanmakta ve karakterize edilmektedir (Cartea ve ark., 2003; Santos ve ark., 2012;
Martinez ve ark., 2017; Dal ve Tiirkmen, 2022). Ancak morfolojik ve duyusal 6zellikler, subjektif
olabildikleri gibi, cevre ve yetistirme kosullarina bagli olarak karakter ekspresyonu plastisite de
gostermektedir. Ayrica genotipik siniflandirmayr miimkiin kilacak, Olgiilebilir diizeyde fenotipik
varyasyon mevcut olmayabilir (Alekseeva ve ark., 2020). Dolayisi ile gerek kiiltiire alinmig tiirlerde
gerekse dogal popiilasyonlarda genotip diizeyinde tanimlama, siniflandirma, 6nemli zirai 6zelliklerin
karakterizasyonu ve gen havuzlarinda mevcut genetik gesitliligi belirleme ¢aligmalarinda molekiiler
genetik analizlerin kullanimi 6ne ¢ikmaktadir (Uncu ve ark., 2015; Islam ve Blair, 2018; Jasrotia ve ark.,
2019; Allam ve ark., 2022; Yeo ve ark., 2023; Karc1 ve Kafkas, 2024). SSR (simple sequence
repeat/basit dizi tekrar1) sekans-spesifik bir markor sistemi olup, SSR lokuslar1 teoride sinirsiz sayida
potansiyel alel barindirabilir ve SSR markdrleri ile heterozigot genotipler tespit edilebilir. Bu
Ozelliklerinden dolay1 SSR markdr sistemi bitki molekiiler genetigi ¢aligmalari i¢in olduk¢a avantajlidir.
Dolayis1 ile bu markor sistemi genetik cesitliligin belirlenmesi, popiilasyon yapisinin belirlenmesi,
molekiiler 1slah programlar1 kapsaminda hastaliklara dayanikli/duyarli genotiplerin tespit edilmesi,
germplazm koleksiyonlarmin zirai 6neme sahip cesitli karakterler bakimindan genotip diizeyinde
karakterizasyonu ve tiim genom/gen/QTL (quantitative trait locus/kantitatif karakter lokus) haritalama
caligmalarinda c¢ok gesitli bitki tiiriinde basari ile kullanilmaktadir (Bhagya ve ark., 2020; Cetin ve ark.,
2021; Shukla ve ark., 2021; Sa ve ark., 2023; Yeo ve ark., 2023).

O. vulgare’de gerceklestirilmis molekiiler genetik caligmalarin sayis1 esasen kisith olup, bu
caligmalarin 6nemli bolimiinde tiir-spesifik olmayan, ‘jenerik’ markor sistemleri kullanilmigtir
(Katsiotis ve ark., 2009; Azizi ve ark., 2009; Jedrzejczyk, 2018). Jenerik DNA markorlerinin temel
kisitlayic1 yoni, tekrar edilebilirliktir. Soyle ki, sekans-spesifik olmayan markor sistemleri analiz
kosullarindan yiiksek seviyede etkilendiklerinden ayni genotiplerin analizi neticesinde farkli sonuglar
iretebilmektedir. O. vulgare’de tiir-spesifik DNA markorlerinin gelistirilmesi, ilk kez 2008 yilinda
rapor edilmis olup (Novak ve ark., 2008), ¢alisma kapsaminda 13 adet SSR markdrii tanitilmustir.
Origanum genotiplerinin SSR markorleri ile molekiiler genetik karakterizasyonunu rapor eden
caligmalarda Novak ve ark. (2008) tarafindan tanitilmis olan markdr seti kullanilmistir (Helsen ve ark.,
2013; Mechergui ve ark., 2017; Alekseeva ve ark., 2020). Alekseeva ve ark. (2023), yakin zamanda O.
vulgare genomuna 6zel 20 adet SSR markorii gelistirmislerdir. Sonug olarak Origanum cinsinde
gelistirilmis genom-spesifik markor sayisi 33 adettir. Dolayisi ile bu markdrlerin tamaminin kullanimi
ile dahi elde edilebilmesi miimkiin olan genom kapsayicilig1 oldukca diisiiktiir. Yeni nesil sekanslama
teknolojileri ve biyoinformatik biliminin giiniimiizde sagladig1 olanaklar, ¢alisilmakta olan canli tiiriinde
ylksek sayida genomik veri noktasindan bilgi iiretebilecek molekiiler markorlerin gelistirilmesine
olanak vermektedir. Bu caligma kapsaminda O. vuigare L. ssp. vulgare transkriptomu iizerinde
biyoinformatik analizler gergeklestirilmis ve bu analizler sonucunda O. vulgare’ye 6zel 1731 adet
sekans-spesifik SSR markorii gelistirilmistir. Calisma kapsaminda rapor edilen markdrler, dnemli bir
tibbi ve aromatik bitki olan kekikte, iistiin 6zelliklere sahip ‘genotiplerin’ belirlenmesi ve detayl
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molekiiler genetik karakterizasyon ¢aligmalari i¢in gerekli molekiiler araglar olusturacaktir.

MATERYAL VE YONTEM
O. vulgare RNA Sekans Verisi ve Ham Veri Analizi

O. vulgare yaprak transkriptom ham verisine GenBank veritabanindan erisilmistir (BioProject:
PRINA780386). RNA-seq ham verisinin kayip data, okuma uzunlugu ve Q30 Phred skoruna gore
temizlenme iglemi Trimmomatic (flexible read trimming tool for Illumina NGS data) (Bolger ve ark.,
2014) yazilimi kullanilarak gerceklestirilmistir.

Transkriptom Birlestirme ve Markor Gelistirme Analizleri

Transkriptom birlestirme islemi (assembly) maSPAdes (Bushmanova ve ark., 2019) yazilimi ile
gergeklestirilmigtir. Assembly gen biitlinliigii ve kalitesi BUSCO (benchmarking universal single-copy
orthologs) (Simao ve ark., 2015) analizi ile belirlenmistir. Konsensiis transkriptler birlestirilmis
sekanslardan cd-hit (Li ve Godzik., 2006) yazilim1 ile olusturulmus, TransDecoder (Haas ve ark., 2013)
yazilimi ile en uzun potansiyel biitiinliikte ORF (open reading frame/agik okuma c¢ercevesi) sekans
verileri ortaya c¢ikarilmistir. Elde edilen konsensiis transkript sekanslari GMATA (Genome-wide
microsatellite analyzing tool Package) (Wang ve Wang, 2016) yazilimmnin ‘SSR identification” modiilii
kullanilarak triniikleotit SSR’lar i¢in analiz edilmistir. SSR tarama parametreleri olarak minimum ve
maksimum motif uzunlugu i¢in 3, minimum tekrar sayisi i¢in 5 kullanilmistir. Transkriptom verisinin
tamaminda high-throughput markoér gelistirme analizi icin GMATA yaziliminin ‘marker designing’
modiili kullanilmigtir. Markér dizayn parametreleri su sekilde uygulanmistir: Minimum amplikon
uzunlugu: 100 bp, Maksimum amplikon uzunlugu: 300 bp, optimum Tm: 60 °C.

BULGULAR VE TARTISMA

O. vulgare yaprak transkriptom verisinin birlestirilmesi sonucunda 58,015 adet transkriptten
olusan bir transkriptom assembly elde edilmistir. Birlestirilmis transkriptomun kalite analizleri, referans
tek kopya ortolog gen kiitiiphanesi olarak 1614 adet genden olusan BUSCO seti
embryophyta odb10’nin kullanilmasi ile gerceklestirilmistir. BUSCO biitiinliigii gerek birlestirilmis
genomlarda, gerekse transkriptomlarda Onemli bir temel kalite kriteridir ve birlestirilmis
transkriptomlarin  gen igerigini temsil etmesinin Olgiitiidiir. Analiz sonucunda birlestirilmis
transkriptomun BUSCO biitiinligii %91.3 olarak belirlenmistir (Sekil 1). Elde edilen sonuglara gore
yaprak transkriptomunun tiim O. vulgare ftranskriptlerinin %90’indan fazlasim temsil ettigi
goriilmektedir. Tespit edilen 1474 adet tim BUSCO’nun (complete BUSCO) 830 adedi (%51.4) tek
kopya, 644 adedi (9%39.9) c¢oklu kopya halindedir (Sekil 1). Transkriptom verilerinde genom BUSCO
analiz sonuglarindan farkli olarak ortologlarin yiiksek bir bolimii ¢oklu kopya halinde tespit
edilmektedir. RNA sekanslama analizleri sonucu elde edilen dizi etiketlerinin ortalama uzunlugu 150
bp oldugundan, dizi etiketlerinin her bir gen i¢in birden fazla bolgeye hizalanmasi, dolayisi ile ayni
genin BUSCO analizinde birden fazla kez tanimlanmasi beklenen bir sonuctur ve ilerleyen analiz
siireglerinde konsenstis transkriptlerin belirlenmesi ile esdeger transkriptler elenmektedir.

Birlestirilmis transkriptomdan konsensiis transkriptlerin olusturulmasi sonucunda 36,678 adet
essiz transkript sekansi elde edilmistir. Transkript sekanslari (CDS: coding sequences/kodlayan
sekanslar) ve bu sekanslarin kodladig1 peptit sekanslar iki ayr veri seti halinde Figshare veritabaninda
depolanarak https://doi.org/10.6084/m9.figshare.27276600 adresinde erisime agilmugtir.

SSR markorleri bitki molekiiler genetigi ve genomigi ¢aligmalarinda giincel olarak siklikla
kullanilmakta olup, yeni nesil sekanslama teknolojilerinin gelisimi ile birlikte ¢ok sayida tiiriin genom
ve transkriptom sekanslar1 yiiksek veri ¢ikigli SSR markorii gelistirme ¢aligmalarinda kullanilmaktadir.
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Transkriptom sekanslari, hedefli sekilde genik markor gelistirmeye olanak vermektedir ve yapilan
caligmalar bitki transkriptomlarindan gelistirilen SSR markdrlerinin ORF bolgelerde yer alma
olasiligimin yiiksek oldugunu goéstermistir (Hodel ve ark., 2016). Markoér niteligi tasiyan polimorfik
lokuslarin ORF i¢inde yer almasi, fonksiyonel markor olarak kullanilma potansiyellerinin yiiksek olmasi
anlamima gelmektedir. Bu calismada de novo transkriptom birlestirme biyoinformatik is akisi
kullanilarak birlestirilen kekik transkriptomunda SSR markérleri gelistirilmistir. Motif tekrar sayisini
degistiren mutasyonlarin agik okuma cergevesinde ¢ergeve kaymasina sebep olma olasiligindan dolay:
triniikleotit SSR’larin diger motif tiirlerine gore peptit kodlayan bdlgede bulunma olasiligi daha
ylksektir (Metzgar ve ark., 2000; Morgante ve ark., 2002; Li ve ark. 2004). Bu sebeple galigmada
triniikleotit SSR markérlerinin gelistirilmesi hedeflenmistir. Toplam 36,678 adet sekanstan olugan 36
Mb biiyiikliigiindeki yaprak transkriptomunda 2536 adet en az 5 adet ardisik tekrardan olusan
triniikleotit SSR lokusu tespit edilmistir. En yiiksek siklikta goriilen motif CCG/CGG, tespit edilen
SSR’larin %13.6’sim1 olusturmaktadir. CGC/GCG (%9.2) ve GGC/GCC (%38.3), ikinci ve tglincii
siradaki en sik rastlanan motifleri olusturmaktadir (Sekil 2). Tespit edilen motiflerin tamami Tablo 1°de
verilmektedir.

Sekil 1
Birlestirilmig transkriptomun BUSCO biitiinliigii analiz sonuglart
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Sekil 2
O. vulgare transkriptomunda stk rastlanan SSR motifleri
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Tablo 1

Yaprak Transkriptomunda Belirlenen Triniikleotit SSR Motiflerinin Dagilima.

Motif(5°>3) Motif Sayisi Motif Sikhig1 (%)
CCG/CGG 346 13,6
CGC/GCG 234 9,2
GGC/GCC 210 8,3
TTC/GAA 201 7,9
GAG/CTC 160 6,3
CTT/AAG 151 6
CAG/CTG 150 5,9
TCT/AGA 139 5,5
TCC/GGA 124 4,9
GCA/TGC 102 4,1
AGC/GCT 94 3,7
TGG/CCA 90 3,6
ATC/GAT 86 34
AGG/CCT 71 2,8
ACC/GGT 62 2.4
TCA/TGA 58 2,3
ATG/CAT 57 2,2
GTG/CAC 53 2,1
GTC/GAC 33 1,3
CGA/TCG 23 0,9
TTG/CAA 23 0,9
AAC/GTT 21 0,8
ACA/TGT 13 0,5
CGT/ACG 10 0,4
CTA/TAG 7 0,3
ACT/AGT 6 0,2
AAT/ATT 5 0,2
TAT/ATA 4 0,2
TAC/GTA 3 0,1
TOPLAM 2536 100
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Kodlayan sekanslarm GC igeriginin genomun tamamina kiyasla yiiksek oldugu bilinmektedir ve
bu calismada, O.vulgare transkriptomik SSR’larinda en sik rastlanan motiflerin GC igerigi yiiksek
motifler oldugu goriilmektedir (Sekil 2 ve Tablo 1).

Tespit edilen tekrar lokuslar1 markdr gelistirme analizlerinde kullanilmistir. Toplam 2536 adet
potansiyel polimorfik tekrar lokusu i¢in 1731 adet markdr gelistirilmistir. Bu markorler, 2536 lokusun
2209 adedini kapsamaktadir. Markorler amplikon biiytikliikleri 100 ve 300 bp arasinda olacak sekilde
dizayn edilmistir. Bu boyut aralig1 gerek agaroz jel elektroforezi, gerekse yliksek ¢oziniirliiklii kapiler
elektroforez sistemlerinde analiz edilmeye uygundur. Her bir markdr i¢in birlestirilmis transkriptomda
hangi sekansta yer aldigi, primerlerin sekans {izerindeki konumlari, amplikon uzunlugu, primer erime
sicakliklar1 ve primer sekanslar1 bir veri seti halinde Figshare veritabaninda depolanarak
https://doi.org/10.6084/m9.figshare.27276600 adresinde erisime a¢ilmistir. Tablo 2°de 20 adet markor
icin primer sekanslari ve amplikon uzunluklar1 verilmektedir. Calisma kapsaminda gelistirilen sekans-
spesifik genik SSR markdrleri, iilkemizin gen merkezi oldugu ve, 6nemli tibbi ve aromatik bitkiler
arasinda yer alan Origanum tiirlerinde molekiiler diizeyde gerceklestirilecek genotip tanimlama,
germplazm karakterizasyonu vb. ¢caligmalar i¢in gerekli molekiiler araglari olusturacaktir.

Tablo 2
SSR Markorii Cogaltan Primer Sekanslart ve Markor Amplikon Uzunluklart.
Markér  Primer-F (5'>3") Primer-R (5'>3") g:;y‘:lll‘(ll‘g;‘u bp)
>MK1 TGCAGCCAATACGATTCTCA TCATCAAGCTCATCCCCTTC 120
>MK2 AGGAGCAGGTTGTGGATGAC CTCCTTCTCCCTCCTTGCTT 156
>MK3 AGGAGCAGGTTGTGGATGAC ACACCGGTACCTTCGATCAC 223
>MK4 TCGGAGAGGAATCGAAAAGA ACATCTCGGAGGCTGAGGTA 132
>MK5 TTGACCTTTGCCATCATTCA ACGGCTTCCTACACGAATTG 152
>MK6 GAGAGGGGAGGTGAAAATCC CAACTTGAACAGAAACAGCACA 236
>MK7 TACTTCCCTCCCCAGAATCC CTTGACGAAGGGCAAGTCTC 211
>MKSE TTTCACAACCCAACCCAAAT ATGGCTTCCCCTTCTTTTGT 265
>MK9 CATCAGCCCTCTCATCCAAT CACGTGTGGCATCAAAGAAC 249
>MKI10 CTCTGGAGCTTCTGCTTTCG TGGAGCCTTTCGATGATTTC 237
>MK11 CCAAACCCTACCGCCAAC CAGCCCTACCTCCCTAAACC 120
>MK12 AATGCGATCCCCTCAAGTG TGAAGACCTGGGCAGGATAC 241
>MK13 TGCTGAAAACGCTAATCACG CTCCGAATTGCCTCAAGAAG 252
>MK14 CCCTCCAACAAAAGACCTCA GGTTTTCGACCGTGTTGACT 238
>MK15 TCTAAGGCGACGGAAGAAGA ACCGAAACAGCAAACCAGAG 249
>MK16 ACCCTTCCCTTCCCCTTTAT GTACTCCGACGCAGACGAA 216
>MK17 ATCGCCATGGTCGTGATAA GTAGGGCGGAGACTCGATA 165
>MK18 GTTGAAGAAACGGTGGTGGT GCTTTCAATGCTCTCCTTGC 266
>MK19 AGATCGCCGACAAAATTCAC GAACACATCAGCAGCTTTGC 173
>MK20 CGAAGCAGCATAAGGTGGAT GAAAGTTGGAACGGCAAGAC 263
SONUC

Kekik (Origanum vulgare L.), onemli ve yiiksek taninirliga sahip bir tibbi ve aromatik bitki tiirii
olup, Anadolu cografyasi Origanum tiirlerinin biiylik bolimii i¢in gen merkezidir. Bu ¢alismada en ¢ok
bilinen baglica kekik tiirleri arasinda yer alan O. vulgare L. ssp. vulgare transkriptom sekansi
kullanilarak yiiksek sayida (1731 adet) sekans-spesifik genik SSR markorii gelistirilmistir. Bitki
transkriptomlari iizerinden gelistirilen SSR markorlerinin peptit kodlayan ORF bolgelerini temsil etme
potansiyeli yiiksektir. Dolayis1 ile bu markdrlerin polimorfizm gosterdigi genotiplerde kodlanan
peptidin de polimorfizm gdstermesi olasiligi yiiksek olmaktadir. Olgun mRNAda belirlenen bir markor
konumu OREF i¢ine denk diismeyip UTR (untranslated region/¢evrilmeyen bolge) bolgelerde yer alsa
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dahi transkripsiyon hizi, translasyon etkinligi ve yani sira protein katlanmasina etki edebilmektedir. Bu
da kodlayan sekans bolgelerinde yer alan markdrlerin kodlanan peptidi degistirmeden de ilgili genin
fonksiyonunda degisimlere yol acabilecekleri anlamina gelmektedir. Bu sebeple ¢alisma kapsaminda
gelistirilen markdrlerin bir tibbi ve aromatik bitki olan kekikte ‘fonksiyonel markdr’ olarak metabolik
karakterlerin iligskilendirme analizlerinde kullanilma potansiyelleri yiiksektir. Ayrica bu markorlerin
genetik cesitliligin molekiiler diizeyde arastirildigi calismalarda ‘ekspres edilen’ genetik farkliliklar i¢in
belirleyici olmalar beklenmektedir.
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