Sodyum azid (NaNs) ile muamele edilen arpa mutantlarinin genetik gesitliliginin ISSR
markorler ile belirlenmesi
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Sodyum azid (NaNz) 6zellikle nokta mutasyon galismalarinda yogun olarak kullanilan kimyasal bir mutajendir. Bu
g¢alismada, Finola alti sirali arpa ¢esidi, kimyasal bir mutajen olan sodyum azid ile muamele edilerek 14 adet
mutant arpa hatti elde edilmistir. Elde edilen hatlar arasindaki genetik farklilik, 5 adet basit tekrarli diziler arasi
polimorfizm (Inter Simple Sequence Repeat, ISSR) markori yardimiyla belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore
5 ISSR markdériinden 24 adet bant elde edilmis ve bu bantlardan 18 adet polimorfik allel belirlenmis ve ortalama
polimorfizm orani %76.33 olarak saptanmistir. Ortalama allel sayisi 4.8 olup, 6 bant ile UBC-808 en fazla bant
Ureten primer olurken, en az bant Ureten primerler ise 4’er bant ile UBC-820 ve UBC-825 primerleri olmustur.
Kullanilan markdrlere ait ortalama polimorfizm bilgi icerigi (PIC) 0.83 olarak hesaplanmis ve PIC degeri 0.78 ile
0.86 araliginda degismistir. Markor verileri dendrogramda 2 ana grup olusturmustur. Birinci kimede Fnl-4, Fnl-8,
Fnl-10, Fnl-11 ve Fnl-12 mutantlari yer alirken, ikinci kiimede ise Finola ¢esidi ile birlikte diger mutant hatlar yer
almaktadir. Temel bilesenler analizi, Finola ¢esidi ve mutant hatlardan Fnl-5, Fnl-13 ve Fnl-14 hatlarinin birbirine
benzemekle birlikte, bazi alleller bakimindan farkli olduklarini ortaya koymustur.

Anahtar Kelimeler: Arpa; Sodyum azid; Mutasyan islahi; ISSR markor
Genetic diversity in sodium azide (NaNs) induced barley mutants using ISSR markers

Abstract

Sodium azide (NaNs) is widely used as a chemical mutagen in mutation studies, especially to induce point
mutations. This study was carried out to determine genetic diversity of six-rowed barley cultivar Finola and 14
mutant lines induced by sodium azide mutagenesis agent and identified by using 5 Inter Simple Sequence Repeat
(ISSR) markers. According to the results, 24 bands were produced by five ISSR markers, 18 of them were found
polymorphic, and the average polymorphism rate was 76.33%. The average allele number was determined as
4.8, and UBC-808 marker had the highest allele number with 6 alleles, while UBC-820 and UBC-825 markers had
the lowest allele numbers with 4 alleles. The average polymorphism information content of the markers used in
the study was 0.83, and ranked from 0.78 to 0.86. A dendogram was created using marker data, and according to
the dendogram, genotypes were divided into two main groups. Fnl-4, Fnl-8, Fnl-10, Fnl-11 and Fnl-12 mutants
existed in the first group, while the others including Finola cultivar were in the second group. Based on the
principal component analysis (PCA), Finola cultivar and mutant lines Fnl-5, Fnl-13 and Fnl-14 were evaluated as
they are similar to Finola although, differed for some alleles.
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1. Girig turlerinin  verim, kalite veya arzu edilen

Ozelliklerinin gelistirilebilme imkani mevcuttur.
Arpa  (Hordeum vulgare L.) Dunya'da Fakat son yillarda dinya genelinde yapilan
147.4 milyon hektar alanda ekilen iIslah calismalarinda farkli kokenlere sahip
470 milyon ton Uretime sahip bir tahil bitkisidir. genetik kaynaklarin kullaniilmamasi neticesinde
Tarkiye'de ise 2.41 milyon hektar alanda genetik tabanda ciddi sekilde daralmalar
ekilmekte ve 7.1 milyon ton Uretiimektedir. meydana gelmistir. Mutasyon c¢alismalari
Turkiye'de ortalama verim 293 kg datdir genetik varyasyonun cesitli nedenlerden dolayi
(FAO, 2017). Islah calismalariyla 6nemli bitki daraldigi durumlarda ¢esitliligi arttirmak ic¢in
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kullanilabilecek  6nemli araglardan biridir.
Mutasyon islahi ile arzu edilen bazi 6zelliklerin
iyilestirilmesi amacglanmakta olup, bu islem tek
bir genotiple ve kimyasal ya da fiziksel
mutasyon araglari yardimiyla yapilabilmektedir.
Mutajenik  etkiye sahip kimyasal veya
radyasyon kaynaklari  bitki genomunda,
kromozomlarda veya gen dizilerinde degisiklik
yapmaktadirlar. Mutasyon islahinin temel ilkesi,
bitkilerin degisik kisimlarina, degisik
yontemlerle uygulanacak farkli mutajen ve
dozlarinin ortaya ¢ikaracagi olumlu ve olumsuz
varyasyonlar i¢cinden amaca uygun olanlarin
secilerek, karsilastirmali denemelerle verim ve
kalite potansiyellerinin belirlenmesi sonucunda
yeni cesitlerin elde edilmesidir (Akbay, 1988).
Sodyum azid genel olarak laboratuvarlarin yani
sira sanayide, tarimda ve diger bir¢ok alanda
yapilan arastirmalar igin yaygin kullanilan bir
kimyasaldir. Sodyum azid, bazi bitki trlerinde
ve Ozellikle arpada iyi bilinen ¢ok etkili bir
mutajendir (Gruszka vd., 2012).

Basit tekrarli diziler arasi polimorfizm (Inter
Simple Sequence Repeat, ISSR) yontemi DNA
nukleotidlerinin kromozom bdlgelerinden
bagimsiz olarak bitki genomlarinda tesadufi
olarak  dagilimlarinin  belirlenmesini  esas
almaktadir. Rastgele cogaltiimis DNA
polimorfizmi (RAPD) yontemine gore ¢ok daha
hassas ve tekrarlanabilirligi yuksektir
(Yorgancilar vd., 2015). ISSR markoérlerin
kullanimi hizh  ve kolay olup daha uzun
primerlere sahip olduklari i¢cin daha guvenilir ve
daha az maliyetli baskin markérlerdir. ISSR’ lar
genetik  akrabaliklarin  belirlenmesinde ve
linkage haritalamalarinda kullanilan bir markér
sistemidir.

Bu calismada, sodyum azid uygulamasi sonucu
elde edilen on dort ileri kademe mutant arpa

hatti arasindaki genetik farklihgin ISSR
markorleri ile belirlenmesi amaclanmistir.

2. Materyal ve Yéntem

2.1. Materyal

Calismada kullanilan Finola alti sirali arpa

cesidi oldukga yiksek bir verim potansiyeline
sahip olmasinin yaninda vejetasyon suresi de
oldukga  uzundur. Vejetasyon  silresinin
kisaltilmasi ve daha iyi performans goOsteren
hatlarin segilebilmesi icin Finola ¢esidi kimyasal
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mutasyona tabi tutulmustur. Kimyasal mutasyon
sonrasi M: tohumlari hemen ekilmis ve M:
tohumlari bulk olarak hasat edilmistir. Bir
sonraki drin yihinda M2 tohumlari ekilmis ve
erkencilik ve basak uzunlugu gibi o6zellikler
bakimindan farklihk gosteren 14 adet mutant
arpa hatti segilmis ve Finola g¢esidi ile birlikte bu
calismada materyal olarak kullaniimigtir.

2.2. Yontem
2.2.1. Kimyasal mutasyon uygulamasi

Calismada, materyal olarak kullanilan Finola
arpa cgesidinin 2500 adet tohumuna mutajen
olarak sodyum azidin 10mM ve pH 3
seviyesindeki dozu uygulanmistir  (Ugurer
vd., 2016). Tohumlar bir giin 6nceden 14 saat
suda bekletilmistir. Sodyum azid, tampon
¢ozeltisi olarak kullanilan 100 mM potasyum
fosfat mono-bazik (KH2PO4) ile ¢bzilmustur. pH
seviyesi HCI kullanilarak 3’e ayarlanmistir.
Tohumlar bu c¢ozeltide 2 saat calkalanarak
(150 rpm) muamele edilmistir. iki saat sonunda
tohumlar saf su ile durulandiktan sonra, 3 kez
30 dakika saf su ile calkalanarak (150 rpm)
kimyasal kalintilarindan arindinimistir
(Rines, 1985). Daha sonra tohumlar araziye
ekilmistir. Araziye ekilen tohumlarda 6lim orani
%50 civarinda gerceklesmigtir.

2.2.2. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ve
fragment analizi

Arpa c¢esit ve mutant hatlarina ait yaprak
Ornekleri kuru buz ile muhafaza edilerek
laboratuara getiriimis ve DNA izolasyonu
yapilana kadar -80°C’de muhafaza edilmistir.
DNA izolasyonu Bardak ve Bodlek (2012)de
belirtildigi gibi yapilarak nanodrop spektrometre
ile DNA miktar ve kaliteleri belirlenmis ve DNA’
lar 25 ng ul'ye seyreltilerek, 5 adet ISSR
markoérl ile taranmigtir. PZR reaksiyonu igin,
0.2ml hacminde 96’k PZR tlplerine; 1 pl
dNTP (2.5 mM) (Vivantis), 2pul 10x PZR
solusyonu, 1.5 yl MgClz2 (25mM), ISSR marker
(1 pl (10 pmol) EM ve 1 pl (10 pmol) ME), 2 pl
genomik DNA (25 ng), 11 pl d H20, 0.5 yl DNA
Taq polimeraz (Vivantis) olacak sekilde toplam
20 yl  solisyon hazirlanmistir. PZR cihazi
94°C'de 5 dk., 35°C'de 1 dk., 72°C'de 1 dk., 35
dongi (94°C'de 1 dk., 50°C'de 30 sn. ve
72°C'de 1 dk.), 72°C'de 10 dk ve 4°C
seklinde programlanarak fragment cogaltmalari
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yapilmigtir (Cardakh vd., 2017). Fragment
analizleri icin PZR isleminden sonra elde edilen
urtnler, jel elektroforezi yapilarak yuritilmus ve
genotiplere ait DNA bantlari elde edilmistir.

2.2.3. Verilerin analizi

Calisma sonucu elde edilen DNA bantlari var
yok seklinde bant bulunanlara 1’
bulunmayanlara ise ‘O’ olarak skorlanarak
veriler elde edilmistir. Polimorfizm bilgi icerikleri
(PIC, Polymorphism Information Content) Weir
(1996) tarafindan tanimlanan PIC=1-ZPi?
formali kullanilarak Dumlupinar vd. (2016)’ya
gére MS Excelde hesaplanmigtir (Pi;
arastirmada c¢alisilan 15 arpa genotipinin i’inci
allelin  frekansidir). NTSYS-pc 2.21v paket
programinda genetik benzerlikler Dice indeksi
(Dice, 1945) kullanilarak unweighted pair group
of aritmetic means (UPGMA) dendrogrami
olusturulmustur (Rohlf, 2008). Ayrica arpa
cesidi ve mutant hatlari temel bilesenler analizi
(PCA) ne tabi tutulmustur (JMP, 2007).

3. Bulgular ve Tartisma

Calismada bir arpa ¢esidi ve bundan elde
edilen 14 adet mutant arpa hatti arasindaki
genetik farkhligi belilemek amaciyla 5 adet
ISSR markdru kullanilarak 24 adet bant elde
edilmis ve bu bantlardan 18 adet polimorfik allel
belirlenmistir.  Polimorfizm orani  ortalama
%76.33 olarak saptanmistir. Calismamizda
ortalama allel sayisi 4.8, en fazla bant Ureten
primer UBC-808 olup 6 bant elde edilirken en
az bant Ureten primerler ise 4’er bant ile UBC-
820 ve UBC-825 primerleri  olmustur
(Cizelge 1). Yalim (2005), Turkiye orijinli 28
arpa c¢esidi icerisindeki genetik cesitliligi
belilemek amaciyla 10 ISSR markérini
kullanarak  yaptidi calismada  ortalama
polimorfizm bilgi icerigini (PIC) 0.611 olarak
tespit etmistir. Khodayari vd. (2012), 32 arpa
genotipinde 17 SSR markorint  kullanarak

yaptiklari ¢alismada ortalama polimorfizm bilgi
icerigini (PIC) 0.651, ortalama allel sayisini ise
8.117 olarak belirlemiglerdir. Olgun vd. (2015)
bazi arpa genotipleri arasindaki genetik
cesitliligi  belirlemek icin RAPD ve ISSR
markoérlerini - kullanarak yaptiklari  galismada
ortalama polimorfizm bilgi icerigini (PIC) %86.5
olarak tespit etmislerdir. Elakhdar vd. (2018),
arpa genotiplerinin genetik cesitliligini
belirlemek amaciyla SSR ve SNP markdrlerini
kullanarak yaptiklari ¢alismada ortalama allel
sayisini 4 ve polimorfizm bilgi icerigini (PIC) ise
0.49 olarak tespit etmislerdir. Arpa genotipleri
arasindaki genetik benzerlikler molekiiler
markorler  kullanilarak  belirlenmistir.  Mutant
hatlar arasindaki genetik benzerlik 0.90 (Fnl-1
ve Fnl-2) ile 0.00 (Fnl-3 ve Fnl-8 ile Fnl-7 ve
Fnl-12) arasinda degisirken kontrol cesit ile
mutant hatlar arasinda ise ortalama benzerlik
0.52 olarak bulunmustur. Kontrol geside genetik
olarak en yakin mutant hat Fnl-14 (0.73)
olurken en uzak mutant hatlar ise Fnl-3 ve Fnl-
11 (0.32) olmustur (Cizelge 2). Yalim (2005),
yaptigi ¢alhsmada iki sirali ara c¢esitleri
arasindaki genetik uzaklik katsayisini 0.05 ile
0.33 arasinda bulurken alti sirali arpa gesitleri
arasindaki genetik uzaklik katsayisini ise 0.12
ile 0.31 arasinda degistigini belirlemistir. Kaya
(2015), 16 adet yabani arpa populasyonu ve 26
adet kultdr arpa c¢esidi arasinda yaptigi 45 SSR
markdrind kullanarak yaptigi molekiler analiz
sonucunda tum genotipler arasinda %74,
populasyonlar arasinda %23 ve ¢esitler
icerisinde ise %3 oraninda varyasyon
bulundugunu saptamistir. Elakhdar vd. (2018),
arpa genotipleri ile yaptiklari calismada genetik
cesitlilik seviyesini 0.03 ile 0.82 arasinda
degistigini belirlemislerdir. Arastirmada, arpa
genotiplerinin  benzerlik  indeksine  gore
olusturulan dendrogramda 6nce 2 kime
olusmus ve bu iki kimede iki alt kime
olusturmustur. Birinci kimede Fnl-4, Fnl-8, Fnl-
10, Fnl-11 ve Fnl-12 mutantlar yer alirken ikinci
kimede ise kontrol gesitle birlikte diger mutant
hatlar yer almistir (Sekil 1).

Cizelge 1. Calismada kullanilan ISSR markérleri, allel sayilari ve polimorfizm bilgi icerigi (PIC)

. Primer dizilimi Allel Polimorfik allel PIC
Primerler : -
(5....3) sayisi sayisl degeri
UBC-808 AGAGAGAGAGAGAGAGC 6 4 0.86
UBC-820 GTGTGTGTGTGTGTGTC 4 4 0.82
UBC-825 ACACACACACACACACT 4 3 0.78
UBC-826 ACACACACACACACACC 5 3 0.86
UBC-842 GAGAGAGAGAGAGAGATG 5 4 0.82
Toplam - 24 18 -
Ortalama - 4.8 3.6 0.83
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Cizelge 2. Genotipler arasindaki genetik benzerlik

Genotipler Fnl-1 Fnl-2 Fnl-3 Fnl-4 Fnl-5 Fnl-6

Fnl-7 Fnl-8 Fnl-9 Fnl-10 Fnl-11 Fnl-12 Fnl-13 Fnl-14 Kontrol

Fnl-1 1.00
Fnl-2 0.90 1.00
Fnl-3 0.50 0.50 1.00
Fnl-4 0.23 035 046 1.00
Fnl-5 0.44 033 0.14 0.13 1.00
Fnl-6 0.31 042 026 037 0.70 1.00
Fnl-7 0.66 055 057 0.26 050 0.35 1.00
Fnl-8 0.14 0.14 0.00 0.18 0.33 046 0.16 1.00
Fnl-9 0.60 060 025 035 044 042 033 0.14 100
Fnl-10 042 042 040 050 023 022 035 046 052 1.00
Fnl-11 025 025 033 065 014 040 0.28 060 0.25 0.66 1.00
Fnl-12 0.12 025 016 061 014 053 000 040 0.37 0.26 0.50 1.00
Fnl-13 063 054 033 031 060 038 050 0.12 0.63 047 0.33 0.22 1.00
Fnl-14 0.47 038 023 022 063 040 042 0.13 057 040 0.23 0.23 0.78 1.00
Kontrol 062 062 032 038 059 057 051 034 062 057 0.32 0.40 0.71 0.73 1.00
|Fnl-1
anl-“_-
Ful-7
Fnl-3
I Fnl-5
l Ful-6
| Funl-9
4‘ 4{ Fnl-13
Ful-14
Kontrol
[ Fnl-4
] Fnl-12
Fnl-8
[ Fnl-10
l Fnl-11
r T T T T T T T T T T T T T T T T 1
Coefficient
0.29 0.44 0.59 0.75 0.90

Sekil 1. Dice indeks kullanarak UPGMA yontemine gore olusturulmus dendrogram

Arastirmada kontrol cesit ve mutant hatlar
arasindaki genetik varyasyonu belirlemek igin
temel bilesenler analizi (PCA) yapilmistir.
Temel bilesenler analizine gore kontrol gesit ve
mutant hatlar 4 gruba ayrilmigtir. Birinci grup 3
mutant hat ve kontrol ¢esidi (Kontrol, Fnl-5, Fnl-
13 ve Fnl-14), ikinci grup 4 mutant hatti (Fnl-1,
Fnl-2, Fnl-7, Fnl-9), Gglincd grup 4 mutant hatti
(Fnl-3, Fnl-4, Fnl-10 ve Fnl-11) ve doérdinci
grup 3 mutant hatti (Fnl-6, Fnl-8 ve Fnl-12)
icermektedir (Sekil 2).

4. Sonug

Arastirmada toplam 5 ISSR markéra kullaniimig
ve tamami polimorfik 6zellik gdstermekle
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beraber ortalama polimorfizm degeri %76.33
olarak belirlenmigtir. Ortalama allel sayisi 4.8
olup PIC degeri 0.83 olarak bulunmus ve PIC
degeri 0.78 ile 0.86 araligin da degismigtir.
Kontrol c¢esit ile mutant hatlar arasindaki
ortalama benzerlik 0.52 olarak tespit edilmigtir.
Dice indeks matrisine goére olusturulan
dendrogram iki ana gruba ayriimistir. Birinci
grupta 5 mutant hat bulunurken ikinci grupta
kontrol cesit ve 9 mutant hat bulunmaktadir.
Sonug olarak, kimyasal bir mutajen olarak
sodyum azid arpa islah programlarinda
varyasyonun artiriimasi ve mutant hatlar elde
etmede etkili bir yontem olarak kullanilabilir.
Ayrica, ISSR markdrlerinin  genetik farkliligi
tespit etmede glvenilir bir sekilde
kullanilabilecegi distnulmektedir.
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Sekil 2. Arpa genotiplerine ait temel bilesenler analizi (PCA)
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