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OZET
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Danigman: Dog. Dr. Filiz SUSUZ ALANYALI

Bu tez calismasinda molekiiler markorler kullanilarak Tiirkiye’de yaygin olarak
yetistirilen bazi Lactuca sativa (marul) genotipleri arasindaki farkliliklarin belirlenmesi
amaclanmistir. Caligmada Lactuca sativa genotipleri {ig¢ farkli firmanin iiriinlerinden elde
edilerek molekiiler analizleri gergeklestirilmistir. Lactuca sativa genotipleri arasindaki
genetik farklilik analizi i¢in 14 adet SSR primeri kullanilmistir. SSR markérleriyle
yapilan analizler sonucunda UPGMA metoduna gore farkliliklar istatistiki olarak %95
duyarliliginda anlamli kabul edilmis ve uzaklik matriksinde gosterilmistir. Yapilan
calisma sonucunda 23 genotip iki ana gruba ayrilmis ve bu gruplar arasinda genetik
farklilik %12 olarak tespit edilmistir. Lactuca sativa genotipleri arasinda beklenildigi
tizere Yedikule ve Eskule varyeteleri genetik olarak daha uzak olarak belirlenmistir. Bu
tez caligmast sonucunda elde edilen SSR bulgulari, ileride yapilacak olan bilimsel
caligmalar i¢in uygun SSR markérlerinin se¢ilmesine ve bu sayede caligmalar igin

harcanacak zaman ve emek kaybini minimuma indirilebilmesine katkida bulunabilecektir

Anahtar Sozciikler: Lactuca sativa, SSR, Genetik iliski, Molekiiler markorler, PZR

111



ABSTRACT

MOLECULAR CHARACTERIZATION OF SOME LETTUCE SAMPLES
(LACTUCA SATIVA) GROWN IN TURKEY USING SIMPLE SEQUENCE
REPEAT (SSR)

Yazgim FUNDA

Department of Biology
Programme in Molecular Biology
Eskisehir Technical University, Institute of Graduate Programs, January 2021
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Filiz SUSUZ ALANYALI

This study aims to determine the differences between genotypes of some Lactuca
sativa (lettuce) commonly grown in Turkey. In the study, Lactuca sativa genotypes were
obtained from the samples of three different companies and their molecular analyzes were
carried out. 14 SSR primers were used for analysis of genetic differences between
Lactuca sativa genotypes. As a result of the analysis with SSR markers, the differences
according to the UPGMA method were considered statistically significant at 95%
sensitivity and shown in the distance matrix. As a result of the study, 23 genotypes were
divided into two main groups and the genetic difference between these groups was
determined as 12%. Among the Lactuca sativa genotypes, lettuce species Yedikule and
Eskule varieties were genetically determined to be more distant as expected. The SSR
findings gathered as a result of this thesis will contribute to the selection of appropriate
SSR markers for future scientific studies and thus to minimize the loss of time and effort

for the studies.

Keywords: Lactuca sativa, SSR, Genetic relationship, Molecular markers, PCR
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TESEKKUR

Yiiksek lisans caligsma siirecimde, degerli bilgi birikimini benimle paylasan, zengin
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esirgemeyen, her konuda yardimci olan danigsman hocam Sayin Dog. Dr. Filiz SUSUZ
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bitkisel materyal temininde yardimlarindan dolay1 Dikmen Tarim Uriinleri Sirketi ve
calisanlarina, tez ¢alismamda farkli bakis acis1 ve deneyimleri ile beni yonlendiren iiretim
miidiirii  Serdar DIKMEN’e, laboratuvar calismalarimda yardim ve desteklerini
esirgemeyen Zir. Miih. Cagin Deniz DIKMEN’ e ve Yiiksek Zir. Miih. Abdullah
ERTEKIN’e tesekkiir ediyorum.

Yiiksek lisans ¢alisma siirecim ve tez yazim silirecimde yanimda olan her konuda
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ediyorum.
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hosgoriilerinden dolay1 Uzm. Ecz. Serhan Seha KOC, Phytognosis Biyoteknoloji Ltd. Sti.
Genel Miidiir’ii Hasan KOC ve Ecz. Serap KOC’a tesekkiir ediyorum.
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ETiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢alisma oldugunu; ¢calismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak iizere tiim asamalarinda bilimsel etik ve kurallara
uygun davrandigimi; bu ¢alisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakcada yer verdigimi; bu ¢alismanin Eskisehir Teknik
Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi™yla tarandigmi ve
hicbir sekilde “intihal i¢ermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢calismamla
ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tiim

ahlaki ve hukuki sonuglar1 kabul ettigimi bildiririm.

Yazgim FUNDA
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1. GIRIS

Marul (Lactuca sativa), Asteraceae familyasina ait Lactuca cinsindeki diploit bir
tiirdiir. "Lactuca" Latince’de laktik asidi ifade etmekte olup "siitli" anlamina gelmektedir.
Bu cinse ait bitkilerin kok, gévde ve yapraklar kesildiginde beyaz renkli stitlii bir s1vi
¢ikmasindan dolay1 bu cinse, Lactuca ismi verilmistir. "Sativa" ise "tohumdan yetistirilen"
anlamina gelmektedir (Esiyok, 2012). Marul diinya genelinde ¢ok tiiketilen bir sebze olup
iilkemizde de yilin her ay1 iretilmektedir. Serin bir iklim bitkisidir ve nemli hava
kosullarina ihtiyag duyar. Vejetasyon siiresinin kisa olmasi ile de tilkemizin tiim

bolgelerinde yetistiriciligi yapilabilmektedir (Yildirim vd., 2015).

Kuraklik, topraklardaki besin dengesizligi, iklim degisikligi gibi cevresel faktorler
bitkisel iiriin iretimini sinirlandiran temel sebeplerdir. Ayrica diinyadaki hizli niifus artisi
beslenme problemlerini de beraberinde getirmektedir. Cevresel sorunlar bitkilerin normal
fizyolojik islevini degistirmekte ve ekonomik olarak yetistiriciligini de etkilemektedir.
Tiim bu sorunlar maksimum diizeyde iirlin iiretimi yapilabilmesini ve dayanikli bitki
tiirlerinin yetistiriciliginin yapilmasini n plana ¢ikarmaktadir (Cali, 2007). Son yillardaki
calismalar, biiyilk Ol¢lide farkli stres kosullarina dayanikli bitkilerin tolerans
mekanizmalarinin agiklanmasi ve bitki genetik kaynaklarinin korunmasi iizerine

yapilmustir (Ors ve Ekinci 2015).

Giliniimiizde en fazla {liretimi yapilan sebzelerden biri olan marul tiirlerinde cesit
safiyetinin kontrolii ve yeni ¢esitlerin orijinalligi molekiiler yontemlerle tespit
edilebilmektedir. Tarla ve sera testleri de safiyet gibi konularin tespit edilmesinde
kullanilabilir ancak molekiiler yontemler ¢cok daha hizli ve giivenlidir. Marul iizerinde
yapilan molekiiler c¢alismalarin ¢ogu, etkili marul genotipleri arasindaki genetik

cesitliligin analizine odaklanmistir.

Marulun sinirli gen bilgisi nedeniyle genelde ISSR (Inter Simple Sequence
Repeat) ve SSR (Simple Sequence Repeat) isaretleyicileri marul ¢esitliliginin analizi i¢in
en uygun tekniklerdir. ISSR; Zietkiewicz ve arkadaslar tarafindan gelistirilen PZR
(Primer Zincir Reaksiyonu) tabanli bir yontemdir. SSR isaretleyicileri; tipik olarak es
baskin, tekrarlanabilir, ¢apraz tiire transfer edilebilir ve asir1 polimorfik olmalarindan
dolay1 en ¢ok tercih edilen isaretleyici sistemlerden biri haline gelmistir. Marul bitkisinde
molekiiler araglar bir¢ok yesillik tiirlerine gore daha az olmasina ragmen son yillarda

Oonemli miktarlarda SSR markorleri gelistirilmistir (Simko, 2009).
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Bu tez caligmasinda SSR markdrleri kullanilarak bazi marul tiirlerinden elde
edilen Tiirkiye orijinli 23 marul genotipinin genetik ¢esitliligi Dikmen Fide ve Tarim $ti.
Molekiiler Biyoloji Laboratuvari’nda arastirilmistir. Bu c¢alisma i¢in 14 SSR primeri
kullanmilmistir. Serada yetistirilen Lactuca sativa tiirlerinin gen¢ yapraklarindan DNA
(Deoksiribo niikleik asit) izolasyonlar1 yapilmistir. PZR reaksiyonu gergeklestirilerek
elektroforez yiirlitmesinden sonra DNA bant goriintiileri kaydedilmistir. Elde edilen
veriler GeneTools, UPGMA ve MEGA 7 Programlar1 kullanilarak filogenetik agag
olusturulmustur. Molekiiler karakterizasyon i¢in yapilan analizlerin en O6nemli

sonuclarindan biri genotiplerin birbirine olan akrabalik derecelerinin belirlenmesidir.

Daha onceden, farkli tiirler icin SSR markérleri kullanilarak yapilmis cesitli
arastirmalar olmasina karsin Lactuca sativa ile ilgili yapilmis karakterizasyon belirlemek
amaciyla fazla ¢alisma ve arastirma bulunmamaktadir. Bu c¢alismada, 1slah
programlarinda birbirine uzak akrabalarin melezlenmesi ile genetik cesitlilik
arttirillabilmesi ve uzak akraba melezi ile ¢ok daha kaliteli, iyi verimli tiirler elde
edilebilmesi amaciyla Tiirkiye’de yetistirilen bazi Lactuca sativa genotiplerinin birbirine
olan genetik uzakliklarinin SSR teknigi ile belirlenmesi hedeflenmistir. Bu baglamda
tezin yaziminda Google Scholar, ScienceDirect, YOK Ulusal Tez Merkezi, Dergipark
basta olmak fiizere bircok ulusal ve uluslararasi veri tabanlarindan, cesitli tez ve

kitaplardan yararlanilmistir.



2. KAYNAK BILGISi

2.1. Lactuca sativa’min Genel Ozellikleri
Lactuca sativa, yesil ve genis yapraklara sahip olan yaprakli sebzeler grubundaki
en Onemli bitki tiirlerinden biridir. Giiniimiizde kabul edilmis 32913 tiir iceren (http-1)
Asteraceae familyasina ait olan marul bitkisinin filogenetik siniflandirmasi asagida
verilmistir.
Domain: Eukaryota
Alem: Plantae
Sube: Spermatophyta
Alt sube: Angiospermae
Sinif: Dicotyledonae
Takim: Asterales
Aile: Asteraceae

Cins: Lactuca
Tur: Lactuca sativa

Eski Misir, M.O. 2680 gibi erken bir zamanda ortaya ¢ikan kanitlarla L. sativa'nin
ilk yetistirildigi yer olarak bilinmektedir. Yetistirilen cesidin yaklasik 76 cm
yiiksekliginde oldugu ve modern marulun versiyonuna benzedigi goriilmektedir.
Misirhilar tarafindan gelistirilen bu marullar ilk olarak Yunanistan'da ve daha sonra
Roma'da tanitilmistir. Bitki, 15. ylizyilin sonlarinda Christopher Columbus tarafindan
Amerika'ya getirilmistir (Subbarao ve Koike, 2007). Birgok orta ¢ag yazari, L. sativanin
sifali bir bitki olarak kullanildigini ifade etmistir. Bunlar arasinda bas marul, gevsek
yaprakli marul ve cos marul gibi ili¢ temel modern marul tanimlayan Hildegard von
Bingen (1098 ve 1179) ve Joachim Camerarius (1586) yer almaktadir (Bennett ve
Hollister, 2001). Misir’da yetistirilmeye baslanmis olan marul daha sonra Avrupa, Asya
ve Kuzey Afrika iilkelerini iceren genis bir alana yayilmistir (Vural vd., 2000). Cin ve

ABD diinyanin ana treticisiyken, Misir ve Nijer ise en iyi Afrikali tireticilerdir.

Yilin tiim aylarinda satis1 gergeklestirilen marulun yetistirilme siiresi 60-90 giin
olup, acikta ve oOrtii altinda farkli mevsimlere uygun olarak 1slah edilmis ¢esitlerle siirekli
{iretimi miimkiin kilinmgtir. Insanlarin tercihen tiiketimleri dikkate alindiginda yagli bas
salata ve kivircik bas salata tiplerinin ¢esit zenginligi kazandig1 ve liretimlerinin daha
fazla yapildig1 goriilmektedir. Ulkemizde yetistiriciligi 1liman bolgelerde sonbahar, kis
ya da erken ilkbahar doneminde gerceklestirilmektedir (Esiyok vd., 1996).



Giliniimiizde marul tiiketimi, yiiksek besin degeri ve tibbi 6nemi nedeniyle diinya
capinda yaygin hale gelmistir. L. sativa tiirleri, polifiletik kokeninden ve karmasik bir
melezleme siirecinden sonra yiiksek bir genetik cesitlilik ile karakterize edilmektedir
(Kesseli vd., 1991). Marul ¢esitlerinin arastirilmasi ve tiirlerin siniflandirilmasi ilk olarak
Rodenburg (1960) tarafindan yapilmistir. Ardindan, yapilan caligsmalarla da marul
cesitlerinin taksonomik ve fenotipik analizlerinin daha kapsamli incelemeleri
sunulmustur (DeVries, 1997; Mou, 2008). Marul tiirleri, morfolojik olarak tanimlanan
yedi ana kiiltiir grubundan olusmaktadir. Bunlar; bas olusturan yagl salatalar
(Butterhead), bas olusturmayan yagli salatalar, gobek olusturan marullar (Yedikule),
Gobek olusturmayan marullar (Karamarul), bas olusturan kivircik yaprakli salatalar
(Cripshead), bas olusturmayan kivircik yaprakli salatalar (Bunching) ve Latin
morfotiplerini icermektedir (Lebeda vd., 2007).

Birgok ¢alismada, melezlenmis marul iizerine odaklanilmistir (Wei vd., 2015).
Marul; kalsiyum, fosfor, iyot, demir, bakir ve arsenik gibi elementleri ve bir¢ok vitamini
ve minerali igermektedir. Marul, yiiksek C vitamini igerigi nedeniyle enfeksiyonlara kars1
direng vermesi ve anemiyle savasma Ozelligi ile bilinmektedir. L. sativa bitkisinin
fitokimyasallar1 esas olarak bitkilerin normal biiyiimesi sirasinda veya bir dizi ¢evresel
kosullara yanit olarak sentezlenen sekonder metabolitleri kapsamaktadir. Bitkiler;
iltihaplanma, agr1, hazimsizlik ve istahsizlik dahil ¢esitli mide problemleri, bronsit ve
idrar yolu enfeksiyonlar1 gibi bircok rahatsizlik i¢in yillardir geleneksel tipta
kullanilmaktadir (Ismail ve Mirza, 2015).

2.2. Lactuca sativa’min Saghk Uzerine Etkileri

Yapilan ¢ok sayida epidemiyolojik caligmalar, taze meyve ve sebze tiikketiminin,
beslenme aligkanliklar1 ile hastalik riski arasindaki iliskiyi ve gidanin saglik tizerinde
dogrudan bir etkisi oldugunu ortaya koymaktadir. Arastirmalar ayrica artan sebze ve
meyve tiiketimi ile kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar ve yasa bagli baz1 fonksiyonlarda
azalma gibi kronik hastalik risklerinin azalmasi arasinda bir iliski oldugunu
gostermektedir (Hung vd., 2004; Morris vd., 2006; Pavia vd., 2006). Bu saglhiga faydali
etkilerin, sebzelerde bulunan makro besinler, mikro besinler ve biyoaktif bilesiklerle
iligkili oldugu diistiniilmektedir (Kris-Etherton ve digerleri, 2002; Soetan ve digerleri,
2010). Lactuca sativa, besin degeri yiiksek olmas1 nedeniyle taze olarak tek basina veya

salata karisgimlarinda tiiketilen onemli bir yaprakli sebzedir ve sedatif-hipnotik,



antikonviilzan, antiinflamatuar, antinosiseptif, antikanser ve antioksidan o&zelliklere
sahiptir (Dupont vd., 2000). Son zamanlarda bir dizi marul c¢esidi aragtirilmig ve
antioksidan aktivitelere sahip fenolik bilesikler, g¢esitli vitaminler ve lifler icerdigi

bildirilmistir (Llorach vd., 2008; RiceEvans vd., 1995).

Diyet, viicut agirligini azaltma ve sagligi iyilestirme stratejilerinde kritik bir rol
oynamaktadir ve obezite prevalansi diinya ¢apinda giderek artmaktadir. Marul, toplam
kalori miktar1 ve yag orani diisiik oldugu i¢in kilo vermeye katkida bulunabilen bir besin
kaynagidir. Yag orani diisiik olmasina ragmen, marul saglik i¢cin dnemli olan Omega-6,
omega-3, linoleik asit, a-linolenik asit gibi diyette alinmas1 gereken ¢oklu doymamis yag
asitlerini icermektedir. Marulun igerdigi bu bilesenler bagisikligin diistiigii durumlarda
ve dermatitin tedavisine destek olarak kullanilabilirken, nérolojik ve gorsel sikayetler gibi
sagliglt olumsuz yonde etkileyen sorunlarin da ortadan kaldirilmasima yardimei
olmaktadir. Marul ayrica igerdigi diyet lifi ile diisiik kalori igerigine ek olarak kilo
kaybina yardimci olmakla birlikte diisiikk yogunluklu lipoprotein (LDL) kolesterolii ve
kan basmcint diisiirerek  kardiyovaskiiler hastalik riskini azaltmada, glikoz
metabolizmasini iyilestirerek diyabet riskini azaltmada ve kolon kanseri riskini azaltmada

etkilidir (USDA, 2015).

Marulda yaygin olarak folat ile C ve E vitaminleri bulunur. Yapilan ¢alismalarda
yetersiz folat aliminin; DNA yapisi, stabilitesi ve transkripsiyonel regiilasyondaki rolii
nedeniyle bazi kanser tiirlerinin gelismesine sebep oldugu belirtilmistir (Bailey ve
Gregory, 1999). C vitamininin normal metabolizma, bagisiklik ve antioksidan
fonksiyonlart icin gerekli oldugu belirtilirken, E vitamininin ise koroner kalp hastaligi,
kanser ve dejeneratif hastalik riskini azaltmak i¢in gerekli oldugu bildirilmistir (Carr ve

Frei, 1999; Carr ve Vissers, 2013).

Marulun, diyette en ¢ok tiiketilen sebzeler arasinda yer almasina ragmen, bir biitiin
olarak sagliga faydalarini arastiran sadece birka¢ c¢alisma bulunmaktadir. Bir in vitro
calisma, lipopolisakkarit ile uyarilan nitrik oksit tiretimi azaltilmis farelerdeki makrofaj
J774A hiicrelerinin 25-250 uM L. sativa ekstresinin dnemli bir inflamatuar araci olan
nitrik oksit tiretimini ve indiiklenebilir nitrik oksit sentazi ve siklooksijenaz-2’yi arttirdig1
bildirilmistir. C57BL / 6] fareleri ile yapilan bir ¢alismada yiiksek yaglh, yiiksek

kolesterollii bir diyetle beslenen farelere, %8 kirmizi pigmentli marul verilmesi ile plazma



toplam kolesterolii 1804'ten 1657 mg/mL'ye ve LDL kolesterolii 311'den 139 mg/mL'ye
disiirdiigii gozlemlenmistir (Lee vd., 2009).

Italya'da yiiriitiilen bir vaka-kontrol calismasinda, aile dykiisii olan deneklerde
kolorektal kanser riskini aragtirmiglardir (Fernandez vd., 1997). Calisma, 1584 kolorektal
kanserli hasta ve 2879 kisilik kontrol grubunu igermektedir. Haftalik gida sikligi
tikketiminin degerlendirilmesi sonucunda, kolorektal kanser ile marul tiiketimi arasinda
ters bir iliski gosterilmistir (RR 0.3, %95 CI 0.1-0.6, p <0.05). Azaltilmis kolorektal
kanser ile onemli bir iliski gosteren maruldaki potansiyel besinlerin, B-karoten ve

askorbik asit oldugunu belirlemislerdir.

Marulun akciger kanserine karsi koruyucu etkisi, Avrupa'da yiiriitiilen c¢ok
merkezli bir vaka-kontrol ¢alismasinda arastirilmistir (Brennan vd., 2000). Denekler, 506
sigara igmeyen akciger kanseri hastasindan ve 1045 sigara igmeyen kontrolden
olusmaktadir. Sonuglar, giinliik olarak marul tiiketen ve yasam boyu sigara icmeyenler
arasinda (OR 0.6, %95 CI 0.3-1.2, p = 0.02) ve haftada dort ila bes kez marul tiiketen
deneklerde (OR 0.8, %95 CI 0.6-1.0, p = 0.02) degerlendirilmistir. In vitro, preklinik ve
klinik ¢calismalardan elde edilen kanitlar, marulun potansiyel anti-inflamatuar, kolesterol

diisiiriicii, anti-diyabetik ve anti-kanser 6zelliklere sahip oldugunu gdstermistir.

Sonu¢ olarak marul, icerdigi lif, mineraller, ¢esitli vitaminler ve biyoaktif
bilesikler (6rnegin, karotenoitler ve fenolik bilesikler) nedeniyle besleyici faydalara
sahiptir. Marul, diisiik miktarda Na igerir ve iyi miktarda Fe saglar (Moo JungKim vd.,
2016).

Insanlarda yer alan marulun besin degerinin diisiik oldugu algisina ragmen, cesitli
calismalardan elde edilen beslenme verileri marulun 6nemli miktarda saglikli besin,
ozellikle folat, karotenoitler ve fenolik bilesikler saglayabilecegini desteklemektedir.
Ayrica marulun besin degeri, kiiltlirel uygulamalarin manipiile edilmesiyle artirilabilir.
Bu nedenle marul, diizenli yetistirme ortami altinda besin bilesimini degerlendirmek,
marulun besin degerini artirmak i¢in stratejiler gelistirmek ve biyoaktif bilesiklerin saglik
yararlarindan sorumlu mekanizmalarin aydinlatilmasi i¢in daha fazla arastirmaya ihtiyag

duyulmaktadir.



2.3. Lactuca sativa’mmn Ekonomideki Yeri

Asteraceae familyasina ait yesil yaprakli bir sebze olan Lactuca sativa,
glinlimiizde diinya genelinde iiretilmektedir. Diinyanin gen bankalarinda tutulan, farkli
bolgelerde cesitli yerel irklar ve yerel ¢esitler yetistirilmektedir. Geleneksel ve modern
1islah yontemleri ile de lireticilerin ve tiiketicilerin 6zel ihtiyaglari i¢in tasarlanmis yeni
1slah tiirleri bulunmaktadir (Lebeda vd., 2007). Son yillarda hibrit kivircik marul ¢esitleri
ve aysberg tipi marul iiretimi oldukca artmistir. Sebze olarak yetistirilen salata ve marulun
anavatani; Avrupa, Asya ve Kuzey Afrika iilkelerini i¢ine alan genis bir alani
kapsamaktadir. Diinyanin en biiylik marul iireticisi Cin’dir ve diinyada marul iiretiminin
%357’sini tek bagina karsilamaktadir. ABD ve Bat1 Avrupa, diinya genelinde toplam marul
tiretiminin yaklasik %22’sini ve %13'"linli saglamaktadir (Mou, 2008). Marul ABD'de, en
cok tiiketilen t¢iincii sebze tiiriidiir (USDA, 2015). 15 milyon 541 bin 717 ton marul

tiretimi yapan Cin’i, ABD 3 milyon 677 bin 323 ton ve Hindistan 1 milyon 222 bin 323
ton ile takip etmektedir. Ispanya (934.670 ton), italya (768.055 ton), Japonya (578.829
ton), iran (525.483 ton), Tiirkiye (487.543 ton) ve Meksika (486.440 ton) diger 6nde
gelen marul {ireticisi iilkeleri arasinda yer almaktadir. Ulkemizde ise 2013 yilinda iiretilen
fidelerin tiirlere gore paylarini inceledigimizde; domates %43,6 orani ile ilk sirada yer
almakta, bunu %12,3 ile marul, %10,4 ile biber, %8,8 ile lahanagilller, %35,9 ile hiyar,
%3,3 ile patlican, %?2,5 ile karpuz, %1,7 ile kavun, %0,4 ile kabak ve %11,1 ile diger
fidelerin {iretimi izlemektedir (Balkaya, Kandemir ve Saribas, 2015). Ulkemizde &ncelikli
olarak kivircik ve gobek marul iiretilmektedir. Ancak 2005 yilinda Tiirkiye’ de ekonomik
anlamda Aysberg marul iiretimine de baslanmistir. Ulkemizde yillara gére marul iiretim

miktarlar1 Tablo 2.1.’de verilmektedir.

Tablo 2.1. Ulkemizde yillara gére bazi marul tiirlerinin iiretim miktarlar: (ton) (TUIK)

Marul tiirii 2015 2016 2017 2018 2019
Kivircik Marul 157981 179712 185070 187658 198491
Gobek Marul 225021 233662 223449 215725 215728
Aysberg Marul 64490 65068 81904 84160 85547

Ulkemizde illere gore marul iiretiminde, Adana’da gobekli marulun 49.231 ton,
Ankara’da aysberg marul 43.363 ton, Tokat’ da ise kivirctk marulun 24.454 ton
dretiminin  gerceklestirilmesiyle en fazla marul {retimi yapilan iller oldugu

belirlenmistir. Ulkemizde iiretilen toplam marulun %23,51 értii altinda yetistirilmektedir.
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Serada ise 2019 yilinda, 69 bin 676 ton kivircik, 25 bin 654 tok gobekli, 22 bin 258 ton

da aysberg marul tiretimi yapilmistir.

TUBIVES veri tabanina gore ise Lactuca sativa dogal yetistiriciliginin kaynag
Istanbul ve Erzurum olarak Gérsel 2.1.’de belirtilmistir (Bakis, Babag ve Uslu, 2011).

Ty

—

Gorsel 2.1. TUBIVES e gore L. sativa’mn dagilimi

Kuraklik, topraklardaki tuzluluk oran1 ve iklim degisiklikleri gibi ¢evresel faktorler
verimliligi sinirlandiran temel sorunlardir. Giiniimiizde bitki yetistiriciliginde kuraklik ve
su eksikligi onlem alinmas1 gereken temel sorunlar olmaktadir (Ashraf ve Foolad 2007).
Lactuca sativa tiirlerinin de ekonomik ac¢idan biiyiik 6neme sahip bir sebze olmasindan
dolay1 iiretimini gelistirmek ve giivence altina almak i¢in hassas ¢esitlerinin taninmasi ve
karakterizasyonu sarttir. Genetik cesitlilik ve iliskilerin tahminleri, genetik gelisim i¢in
onemli temel bilgileri saglayan genotiplerin 6zgilinliigiiniin ve farkliligimin belirlenmesi

i¢in onemlidir (Limei Pana vd., 2017, Hurtado vd., 2012).

2.4. Marul Yetistiriciligi

Tek yillik serin iklim bitkisi olan marulun, agikta ve ortii altinda farkli mevsimlere
uygun 1slah edilmis formlariyla yilin 12 ay1 boyunca iiretimi miimkiin olmaktadir.
Vejetasyon siirelerinin kisa olmasindan dolayr Tiirkiye’nin tim boélgelerinde marul
yetistiriciligi yapilabilmektedir. Marul bitkisi, 6-7.0 pH oranina sahip hafif asidik 25-30
cm derinlikteki humusga ve besin maddelerince zengin toprak tabakasinda, 12-15 °C
sicaklikta optimum gelisim gostermektedir (Anonim, 2018b). Organik maddelerin zengin
oldugu topraklarda marul bitkisinin kisa siire de hasat olgunluguna ulastig1 bildirilmistir
(Vural vd., 2000). Ayrica topragin su tutma kapasitesinin yiiksek olmasi ve diisiik pH’l1
topraklara kireg ilavesi yapilmasi onerilmektedir. Acikta yapilan yetistiricilikte -4 ve 5

°C arasindaki sicakliklardan ¢ok etkilenmeden marullar dayanabilmektedirler. 18 °C’nin



tizerindeki sicakliklarda bitki vegetatif evreden generatif evreye gec¢is yapmaktadir.
Yapilan 1slah caligmalari ile yiiksek sicakliklara dayanikli ve ¢igeklenmeyen yazlik marul

tipleri gelistirilmektedir.

2.5. Molekiiler Markorler

Molekiiler markdrler, fenotipik ekspresyonu kolaylikla ayirt edilebilen, bir bireyi
saptamak ve bir kromozomu, cekirdegi ya da lokusu isaretlemek i¢in kullanilan
genomdaki herhangi bir gen bdlgesini ya da gen bolgesi ile iliskili DNA parcasini ifade
etmektedir (King ve Stansfield 1990; Schulmann, 2007). Markorler, genom lokuslarinda
niikleotid degisikligi veya mutasyon nedeniyle ortaya gikabilen genetik farkliliklari
tanimlamayir miimkiin kilarak organizmalar veya tiirler arasindaki polimorfizmi
gostermektedir (Collard vd., 2005). Molekiiler markdrler, genetik haritalama, kalitsal
hastaliklarla baglantili mutant genleri saptama, tilirlerin belirlenmesi, mahsul 1slahi,
popiilasyon ge¢misi, epidemiyoloji ve gida giivenligi ¢caligmalar1 gibi birgok farkli alanda
kullanilmaktadir (Hartl ve Jones 2005). 1980'lerde molekiiler markorlerin piyasaya
siiriilmesinden bu yana tarimdaki uygulamalarda tiirlerin belirlenmesi, ¢ok sayida
agronomik ve hastalik direnci gibi 6zellikleri ortaya ¢ikarmak i¢in hem ticari hem de
bilimsel anlamda ¢alismalar yapilmaktadir (Jain vd., 2002; Gupta ve Varshney 2004). Bu
nedenle geleneksel iiriin yetistirme programlari, tiim genomlarin ¢aprazlanmasini ve
ardindan c¢esitli segregasyon lirlinleri arasindan {iistiin rekombinantlarin secilmesini
icermektedir. Gergekte, boyle bir prosediir zaman alic1 ve zahmetlidir. Ciinkii cok sayida
caprazlama, nesil ve dogru fenotipik secimini icerir ve arzu edilmeyen lokuslarin istenen
lokuslarla siki baglantist istenen amaca ulasmay1 daha da zorlastirabilir. Gilinlimiizde
bir¢ok bitki yetistiricisi, 6nemli bitkilerin istenen 6zelliklerini tanimlamak i¢in ve ¢esitli
bitki aragtirmacilari, genetik polimorfizmi ve baglanti haritalarinin yapisini incelemek

i¢cin molekiiler markorleri kullanmaktadir (Schulmann 2007).

Molekiiler markor yontemleri ¢ift iplikli DNA’daki polimorfik bélgelerin
belirlenmesi prensibine dayanmaktadir. Genellikle DNA’nin kodlanmayan kisimlarinda
meydana gelmektedir. DNA markorleri teorik olarak sinirsiz sayida kabul edilmekte,
morfolojik ve biyokimyasal markorlerin aksine, ¢evresel faktorlerden ve bitki gelisim
evrelerinden etkilenmemektedirler. DNA markorleri ile belirlenen kalitatif ve kantitatif

ozellikler bitki 1slahinda, seleksiyonda, genetik haritalamalarda, tiir tanimlamasi1 ve



genotipler arasi genetik uzakligin belirlenmesinde kullanilmaktadir (Bilgin ve Korkut,

2005).
Molekiiler Markorlerinde Istenilen Ozellikler;

* Kolay ulasilabilir olmalidir.

* Analizlerin hizli ve kolay olmalidir.

» Tekrarlanabilir ve oldukca polimorfik olup farkli genotipleri ayirt etmelidir.

* Kodominant (es baskinlik) kalitim gdstermelidir.

» Segcici, ndtr davranis géstermelidir.

* Aynm genetik materyal iizerinde yapilan bir markoér analizi her zaman ayni

sonuclar1 vermelidir.

Molekiiler markorler, temel olarak Hibridizasyona Dayali ve Polimeraz Zincir
Reaksiyonuna (PZR) Dayali Markérler olmak {izere ikiye ayrilmaktadir. Hibridizasyona
dayali markdrlere ornek olarak; RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism),
PZR tabanli markorlere 6rnek olarak; SSR (Simple Sequence Repeat), RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) ve
ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) drnek verilebilir (Vos vd., 1995; Yang ve Park
1998; Yang vd., 2007; Zietkiewicz vd., 1994).

25.1. RFLP

Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi (RFLP), ¢ift iplikli DNA'nin spesifik
niikleotid sekanslarindan restriksiyon endoniikleaz tarafindan kesilmesine dayanan bir
yontemdir. Kesime ugrayan DNA parcaciklari jel elektroforezi ile fragment boyutlarina
gore ayrilir ve Southern blot ile bir membrana transfer edildikten sonra, fragmentler
radyoaktif etiketli prob ile hibridizasyon yoluyla tanimlanir. Farkli boyutlarda veya
uzunluklarda restriksiyon fragmentleri elde edilir. Boyle bir polimorfizm bitki tiirlerini,
genotiplerini ve bazi durumlarda tek tek bitkileri ayirt etmek icin kullanilabilmektedir.
(Karp vd., 1998). RFLP yontemi, Lactuca spp.mnin tiirlerinin belirlenmesinde de
kullanilmistir (Landry vd., 1987, Kesseli vd., 1991, 1994, Vermeulen vd., 1994). Kesseli
ve arkadaslar1 (1991)’ de yaptig1 ¢calismada L. sativa ve Lactuca tiirlerinin morfolojik ve
cografi cesitliligini temsil eden altmis bes kiiltiirii yapilan ve yabani tiirleri incelenmistir.
Farkli morfotiplere ait L. sativa tiirlerinin ve Lactuca spp.’nin 5 farkl tiire; bunlarin da L.

serriola, L. saligna, L. irosa, L. perennis ve L. indica ait oldugu belirlenmistir. RFLP
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verileri, L. sativa'min L. Serriola ile yakindan iliskili oldugunu ancak ¢alismada yer alan
diger tiirler ile (L. saligna, L. virosa, L. perennis ve L. indica) yakin akrabalik olmadigini
gostermistir. Kiiltiire alinan L. sativa tiirleri, RFLP'nin tiir i¢i varyasyon ¢alismalar1 ve
yakindan iligkili taksonlar arasinda uygun olabilecegini kanitlayan farkli kiimeler

olusturmustur (Kesseli vd., 1991).

RFLP yontemi ile ayrintili bir marul genetik haritas1 gelistirilebilmekte ve bitki
1slahinda pratik kullanim saglamakla birlikte bitki genomlarinin tanimlanmasi ve
diizenlenmesi de yapilabilmektedir. Calmar x Kordaat, RFLP markorleri kullanarak
marulun genetik baglant1 haritasini olusturmak i¢in ayiran popiilasyonun kaynagi olarak
gelistirilmistir  (Landry ve digerleri, 1987). RFLP markérlerinin, tiirlerin
tanimlanmasinda, atalarin ve marul germplazm koleksiyonlarindaki c¢esitliligin
belirlenmesinde gli¢lii araclar oldugu kanitlanmistir. Bu yontemin sinirlamalari, 6ncelikle
is yikii ve pahali olmasidir, bunlar yeni ydntemler aramanin ana nedenlerini
olusturmaktadir. DNA'y1 amplifiye etmek i¢in polimeraz zincir reaksiyonunun (PZR)
gelistirilmesi, molekiiler yontemlerin uygulanmasinda bir devrime yol acmistir ve

RFLP'lerin bir¢ok teknik sinirlamasinin iistesinden gelebilmistir.

2.5.2. RAPD

RAPD, PZR’a dayali bir teknolojidir. Yontem, hedef veya rastgele DNA’nin
rastgele oligoniikleotid primerlerle enzimatik amplifikasyonuna dayanmaktadir.
Kullanilan primer i¢in tamamlayici olan zit iplikler lizerinde ters yonde iki kisa segment
iceren bir genom bdlgesinden tiiretilir ve DNA ipliginde 5'—3’ yoniinde caligir.
Amplifikasyon iiriinleri, etidyum bromiir varlifinda agaroz jellerde ayrilir ve ultraviyole
151k altinda goriintiillenmektedir (Jones vd., 1997). Bu yontem ile az miktarda kalip
DNA’ya, daha az zamana ihtiya¢ duyulmasi ve diisiik maliyete gereksinim duyulmasi
nedeniyle bazi yontemlere gore daha ¢ok tercih edildigi bildirilmektedir (Devos ve Gale,
1992). RAPD markdrleri zaman ve maliyet bakimindan tercih edilmelerine ragmen,
dominant markor olmalarinda dolay1 verilerin yorumlanma zorlugu, kompleks olmasi ve
zor tekrarlanabilir olmalarindan dolay1 bazi dezavantajlara sahiptir (Lavi vd., 1994).
Hatta bazi durumlarda varyasyonun genetik ya da degisik mikroorganizma kdkenli
kontaminasyon ve amplifikasyon sirasinda meydana gelen bir sorundan mi
kaynaklandiginin belirlenememesi bu markorlerin olumsuz yonlerindendir. RAPD-PZR

yontemi ile bitkilerde genetik varyasyonlarin arastirilmasi, bitkilerin genetik haritalarinin
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cikarilmasi saglanabilmektedir. Yapilan bir calismada RAPD teknigi, marulda varyasyon
degerlendirmek ve germplazma koleksiyonlarindaki goriiniiste yakindan iligkili
popiilasyon hatlar1 arasindaki farkliliklar1 belirlemek i¢in kullanilmistir (Waycott and

Fort 1994).

2.5.3. AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)

AFLP yontemi Vos ve arkadaslar1 tarafindan 1995 yilinda RAPD-PZR yonteminin
dezavantajlarini ortadan kaldirmak amaciyla gelistirilmistir. AFLP, PZR amplifikasyonu
yoluyla restriksiyon enzimleriyle kesime ugrayan DNA ’nin fragmentlerini tespit eden bir
parmak izi teknigidir. AFLP, genomik DNA'nin restriksiyon enzimleriyle kesime
ugratilmasini, ardindan kesime wugrayan bolgelerine tamamlayici olan sentetik
adaptorlerin ligasyonunu ve niikleotid dizilisini de tasiyan baslatict DNA’lar (primerler)
kullanimiyla nispeten spesifik DNA PZR yontemi ile amplifikasyonunu icermektedir. Bu
fragmentler, otoradyografik veya floresan metodolojileri yoluyla denatiire edici
poliakrilamid jellerde goriintillenmektedir (Vos vd., 1995, Jones vd., 1997).
Ampifikasyon islemi iki asamada gerceklesmektedir. ilk olarak, her iki ugtan DNA kesim
enzimlerinin tanidig1 diziden sonraki ilk niikleotide gore segici amplifikasyon
gercgeklestirilir. Daha sonra ¢ogaltilan diziden elde edilen pargalarin kullanimiyla kesim
enzimi tanima yerinden sonraki ikinci ve li¢iincii niikleotidler i¢in segici bolgelerden
amplifikasyon gerceklestirilir.

Teknigin polimorfizm orani ¢ok yiiksektir. Ayrica diisiik maliyet, daha az isgiicii
gereksinimi ve giivenilirligi yontemin 6nemli avantajlar1 arasinda yer almaktadir. Cok
sayida lokusu ayn1 zamanda ve etkili bir sekilde taramasi1 da yine 6nemli avantajlari
arasindadir. Ancak yontemin baskin markorler vermesi ve farkli genetik haritalar arasinda
transferlerinin giic olmasi ise dezavantajlar meydana getirmektedir (Walton, 1993).
AFLP yontemi kullanilarak Lactuca tiirlerine ait liyeler ile yapilmis olan calismalar
Tablo 2.2.’de verilmistir. AFLP markorlerinin - biyogesitlilik — degerlendirmesi,
germplazma koleksiyonlarinin analizi, bireylerin genotiplemesi ve genetik uzaklik

analizleri gibi genetik ¢alismalarda kullanilmaktadir.
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Tablo 2.2. AFLP yontemi ile Lactuca tiirlerine ait iiyelerle yapilan ¢alismalar (Dziechciarkova vd., 2004)

Metot Lactuca spp. Cahismanin amaci Referanslar
RFLP L. sativa (Calmar x Kordaat Marul genetik haritasinin yapimi: ~ Landry vd., (1987)
caprazlama)
L. sativa, L. saligna, Kiiltiire edilmis ve birbiriyle Kesseli vd., (1991)
L. serriola, L. virosa, iligkili bes yabani Lactuca tiirleri
L. perennis, L. indica arasindaki iligkiyi belirleyen
calismalar
L. sativa, L. serriola, Cichorium tiirleri arasindaki Vermeulen vd.,
L. saligna, L. virosa, iligkilerin incelenmesi (1994)
L. alpina, L. perennis, ve Lactuca tiirleri
L. tatarica
L. sativa (Calmar x Kordaat L. sativa'nin genetik haritasinin Kesseli vd., (1994)
caprazlama) yapimi
RAPD L. sativa (Calmar x Kordaat L. sativa'nin genetik haritasinin Kesseli vd., (1994)
caprazlama) yapimi
L. sativa 12 marul (L. sativa) ¢esidindeki Yamamoto vd.,
DNA polimorfizmleri, 21 rastgele (1994)
RAPD primeri ile
amplifikasyonlar1 yapilarak
incelenmesi
AFLP . sativa, L. serriola, Lactuca spp'de genetik iliskileri Hill vd., (1996)

L

L. saligna, L. virosa,
L. perennis, L. indica
L

. sativa, L. saligna

. sativa, L. serriola,

. dregeana, L. altaica,
. aculeata, L. saligna,

. virosa, L. tenerrima,

. perennis, L. tatarica,

. sibirica, L. quercina,

| e e e Y N

. viminea, L. indica

incelemek.

L. sativa x L. saligna F2
popiilasyonuna dayali entegre
tiirler arast AFLP haritast.
Lactuca spp.'de tiir iligkilerinin

incelenmesi
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Tablo 2.2. (Devam) AFLP yontemi ile Lactuca tiirlerine ait iiyelerle yapilan ¢alismalar (Dziechciarkova
vd., 2004)

Mikrosatelitler L. sativa, L. serriola, L. saligna, SAMPL yontemiyle L. Sativa ve ~ Witsenboer
L. virosa, L. perennis, L. indica yabani tiirler arasindaki genetik ~ vd., (1997)
lokalizasyon ve alellik
cesitliliginin tanimlanmasi
L. sativa, L. serriola, Marul gesitlerinde (L. sativa) Van de Wiel
L. saligna, L. virosa ¢esit tanimlama ve ekili marul ile  vd., (1998)

yabani akrabalar arasinda ayrim

yapma
L. sativa, L. serriola, Marul ¢esitlerinin ayirt edilmesi ~ Van de Wiel
L. saligna, L. virosa ve genetik kaynaklarin vd., (1998)

cesitliliginin taranmast

ITS-1 DNA L. sativa, L. serriola, Lactuca tiirleri ve ilgili cinsler Koopman
dizisi L. aculeata, L. dregeana, arasindaki filogenetik iliskiler; L. vd., (2001)
L. saligna, L. altaica, altaica'nin spesifikasyon
L. virosa, L. tenerrima, pozisyonu; Lactuca cinsinin
L. perennis, L. tatarica, sinirlandirilmasi, Cichorium'un
L. sibirica, L. quercina, taksonomik konumu
L. viminea, L. indica

Diger ilgili tirler: Mycelis
muralis, Steptorhampus
tuberosus, Cicerbita plumieri, C.
alpina, Prenanthes purpurea,
Chondrilla juncea, Taraxacum
officinale, Sonchus asper,

Cichorium intybus

2.5.4. Mikrosatellitler (Basit tekrarh diziler arasi polimorfizm)

Basit dizi tekrarlar1 (SSR) olarak bilinen mikrosatellitler, genom boyunca dagilmis
yiiksek frekansta bulunan 1-6 niikleotidin ardigik tekrar motifleridir. Ornegin (A)11,
(GT)12, (ATT)9, (ATCG)8, (TAATC)6 ve (TGTGCA)S seklinde ifade edilmektedir. En
yaygin SSR dizileri diniikleotid (AC)n, (AG)n, (AT)n, triniikleotid (TCT)n, (TTG)n veya
tetrantiikleotid (TATG)n yapidadir. Bir mikrosatellit lokusunun uzunlugu tipik olarak 5
ile 40 tekrar arasinda degisir, ancak daha uzun tekrar dizileri miimkiindiir. Dintikleotid,
triniikleotid ve tetrantikleotid tekrarlari, molekiiler genetik calismalari i¢in kullanilan en

yaygin se¢eneklerdir.
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Mikrosatellitlerin bir¢ok organizmada genom haritalamasi i¢in son derece degerli
bir ara¢ oldugu kanitlanmistir ve uygulamalari akrabalik analizinden popiilasyon
genetigine ve biyolojik kaynaklarin korunmasi kadar farkl alanlara kullanimi yayilmistir
(Jarne and Lagoda 1996).

Mikrosatellitleri saran DNA dizileri genellikle ayni tiiriin bireyleri arasinda
korunmusg bolgeleri icerdiklerinden farkli genotiplerde cakisan SSR’larin PZR ile
amplifiye edilmesine izin vermektedir. Ardisik SSR tekrarlarinin sayisindaki farklilik
PZR sonrasi farkli uzunlukta fragmentlerin olusumu ile sonuglanmaktadir. Olusan
fragmentler yakin tiirler arasindaki tekrarlanan DNA dizilerinin sayisinda degisiklige yol
acan mutasyonlar nedeni ile olduk¢a polimorfiktir (Gupta vd., 1994). SSR’lar1 ¢evreleyen
korunmus DNA dizileri primer olarak kullanilarak PZR yontemi ile birlikte bir lokustaki
farkl1 alleller tespit edilebilmektedir. Aleller uzunluk bakimindan farklilik
gosterdiginden, yiiksek c¢oziiniirliiklii jel elektroforezi ile ayirt edilebilmektedir. Ancak
PZR teknolojisi ile birlikte, mikrostalit lokuslarini ¢evrelemesi i¢in dogru isleyen
primerlerin gelistirilmesi genellikle zahmetli ve maliyetli bir siiregtir (Liu and Cordes
2004).

SSR yonteminin 6nemli avantajlari;

a. Bitki 1slahi, koruma biyolojisi ve popiilasyon genetigi, adli tip ve gen haritalama
amaciyla kullanilir.

b. Yiiksek kalitede olmas1 gerekmeyen az miktarda DNA gerektirir.

c. Sonuglarin yorumlanmasi kolaydir.

SSR yonteminin dezavantajlarina baktigimizda;

a. Amplifiye edilecek bilinen bir dizinin gerekliligi,

b. Yeni mikrosatallitleri gelistirmek pahalidir ve zaman almaktadir.

2.6. Filogenetik Analiz Yontemleri

Mesafe yontemi bir filogenetik agac olusturmak i¢in bir dizide bulunan her bir dizi
cifti arasindaki degisikliklerin sayisi ile islem yapan bir yontemdir. Minimum dizi
degisikligine sahip dizi ¢iftleri “’komsular’’ olarak adlandirilir. Mesafe analizinde, ayni
anda iki sekansi karsilagtirarak olas1 tiim sekans ciftlerinin matrisini olusturmak i¢in tek
tek karsilagtirma yapmaktadir. Dizi ciftleri arasinda belirlenen farklar ikili mesafeler
olarak adlandirilir. Filogenetik aga¢ olusturmak i¢in kullanilan en yaygin iki mesafe

yontemi Neighbor-Joining ve UPGMA’dir.
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2.6.1. Mesafeye Dayali Yontemler
2.6.1.1. Neighbor- Joining yontemi

Neighbor- Joining yontemi evrimsel mesafe verileri i¢in DNA ve protein
dizileriyle filogenetik agacin yeniden yapilandirilmasi amaciyla kullanilan bir yontemdir.
Bu algoritmadaki amac filogenetik agacin dal uzunluklarini ve agacin topolojisini
olusturmaktir. Bu yontem maksimum olabilirlik yontemleriyle kiyaslandiginda en hizli
yontemdir. Neighbor- Joining yontemi yiizlerce hatta binlerce taksonu yani biiyiik dizi

veri kiimelerini analiz etmek i¢in kullanilmaktadir.

2.6.1.2. UPGMA yontemi

UPGMA yontemi bir mesafe metrisinden dendogram iiretmeye dayali hiyerarsik
smiflandirma yontemine sadece asagidan yukari bir yaklagimdir. Bu dendogram,
taksonlar arasi hiyerarsik iliskiyi gosteren bir diyagrami ifade etmektedir. UPGMA
yontemi agacin dallar1 boyunca degisiklik hizinin sabit oldugunu varsaymaktadir. Bu

nedenle hesaplamalar1 yaparken agacin kokiinii de (root — ortak ata) hesaplamaktadir.
2.6.2. Karakter Tabanh Yoéntemler (Maximum Likelihood ve Parsimony Analizi)

2.6.2.1. Maksimum olabilirlik (Maximum likelihood)

Maksimum olabilirlik yontemi, istatiksel bir yontemin parametrelerini tahmin
etmek icin kullanilan karakter tabanli bir yontemdir. Bu ydntem filogenetik agag
olusturmak amaciyla kullanilmaktadir. Bu dogrultuda veriler DNA ya da protein
dizilerini gozlemleyerek maksimum olabilirligi vermektedir. Yontem, biiylik oranda
birbirinden uzaklasan diziler grubu i¢in uygun goriilmektedir ¢iinkii arastirmalarda evrim
modeli se¢cimine olanak saglamaktadir. Maksimum olasilik yonteminde oncelikli olarak
filogenetik agag, hizli optimal yontem kullanilarak olusturulur. Daha sonra, dal
uzunluklari istenen evrim modeli altinda aga¢ topolojisi i¢in veri setinin olabilirligini en
ist diizeye ¢ikarmak i¢in ayarlamalar yapilmaktadir. Y ontemin dezavantaji ise analiz i¢in
cok sayida dizinin ele alinmasi ve hesaplamalarinin karmagsik olmasidir. Ayrica yiiksek
performansl bilgi islem sistemlerine ihtiya¢ olmas1 yontemin olumsuz yonlerindendir.
2.6.2.2. Parsimony analizi

Parsimony analizi, hizalanmis dizilerden filogenetik agaglar1 olusturmanin
oncelikli yoludur. Bu yontemde, ortak ata dizilerinden, dizilerdeki pragmatik varyasyonu
iretmek i¢in gereken sayisal adimlar1 en aza indiren evrim agacini olusturmaktadir.

PHYLIP programi maksimum parsinomi yontemi i¢in en sik tercih edilen programdir.
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2.6.3. Dogrulama Yontemleri (Bootstrap ve Jackknife)

Birbiriyle baglantili dizilerin filogenetik iliskisini belirleme, daha uzak iligkili
dizilere gore daha kolaydir. Arastirmacilar dizi hizalamasi ve filogenetik analiz i¢in ne
tiir sekanslar gerektigine ve sekans tiiriine gore ¢oklu dizi hizalama yaparak dogru
hizalama sonuglari elde edebilirler. Bootstrap dogruluk dl¢timlerinin gerceklestirilmesine
olanak saglayan bir yontemdir. Jackknife yoOntemi ise, varyans tahmininde

kullanilmaktadir (http-2).

2.7. Filogenetik Agac Olusturken Kullanilan Ara¢ ve Yazilimlar

Filogenetik analizlerde ilk ve halen popiiler olarak kullanilan baglica yazilimlar
PHYLIP ve PAUP’dur. PHYLIP; Windows, Mac ve Linux isletim sistemlerinde
filogenetik analizler i¢in kullanilan iicretsiz bir yazilim programidir. PAUP ise Windows
ve Linux sistemlerinde kullanilan bir yazilim programidir. MrBayes, istatistiksel olarak
filogenetik analizleri ¢ikarmada kullanilmaktadir. PHYML, filogenetik aga¢ olusturmak
amaciyla kullanilan web arayiiziidiir ve filogenetik agaci tahmin etmek i¢in DNA ve
protein dizilerini hizli ve dogru tahmin etmek icin kullanilir (Guindon vd., 2005). MEGA,
tiim igletim sistemlerine indirilebilen bir program olup DNA ve protein dizilerini analiz

edebilmektedir (http-3).

17



3. MATERYAL VE YONTEM
Bu boliimde tez ¢aligmasinda kullanilan bitkisel materyaller ve kaynaklari, standart

bilesenler, kimyasal maddeler, ¢oziiciiler, reaktifler, gerecler ve yontemler sunulmustur.

3.1. Bitki Materyalleri
Bu caligma i¢in Dikmen Fide ve Tarim Sirketi’nden alinan toplam 23 Lactuca

sativa genotipi kullanilmustir.

Gorsel 3.1. Bu ¢calismada kullanilan genotiplerin yetistigi tarla (Dikmen Fide ve Tarim Sti.)

Kullanilan Lactuca sativa genotipleri, Dikmen Tarim'in kendi 6rneklerinden ve
1slah hatlar1 koleksiyonundan, Tiirkiye genelinde yetistirilen Lactuca sativa var longifolia
genotiplerinden, Enza Zaden Tohum Sirketi’nden ve Syngenta AG Tarim sirketinden
temin edilmistir. Calismada kullanilan bitki materyalleri ve kaynaklar1 Tablo 3.1’ de
verilmistir. Lactuca sativa genotiplerine ait bazi 6rnekler Gorsel 3.2, 3.2, 3.4 ve 3.5.’te

gosterilmektedir.

Tablo 3.1. Analiz edilen Lactuca sativa katilim listesi

No Genotip Latince ismi Kaynak

1 Siirpriz Lactuca sativa var. crispa DIKMEN TARIM
2 Funfix Lactuca sativa var. crispa SYNGENTA AG
3 Funtime Lactuca sativa var. crispa SYNGENTA AG
4 Festival Lactuca sativa var. crispa DIKMEN TARIM
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Tablo 3.1. (Devam) Analiz edilen Lactuca sativa katilum listesi

5

6

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

Armoni
Riizgar
Yedikule
Eskule
Maritima
M45B
M46B
M47
M63
M155
M162
M182
M187
M194
M199
M241
M242
M259

M274

Lactuca sativa var

Lactuca sativa var

Lactuca sativa var.

Lactuca sativa var.

Lactuca sativa var.

Lactuca sativa var.

Lactuca sativa var.

Lactuca sativa var.

Lactuca sativa var.

Lactuca sativa var.

Lactuca sativa var.

Lactuca sativa var.

Lactuca sativa var.

Lactuca sativa var.

Lactuca sativa var.

Lactuca sativa var.

Lactuca sativa var.

Lactuca sativa var.

Lactuca sativa var.

. crispa
. crispa
longifolia
longifolia
crispa
crispa
crispa
crispa
crispa
crispa
crispa
crispa
crispa
crispa
crispa
crispa
crispa
crispa

crispa

DIKMEN TARIM
DIKMEN TARIM
DIKMEN TARIM
DIKMEN TARIM
ENZA ZADEN

DIKMEN TARIM
DIKMEN TARIM
DIKMEN TARIM
DIKMEN TARIM
DIKMEN TARIM
DIKMEN TARIM
DIKMEN TARIM
DIKMEN TARIM
DIKMEN TARIM
DIKMEN TARIM
DIKMEN TARIM
DIKMEN TARIM
DIKMEN TARIM

DIKMEN TARIM

Gorsel 3

.2. Siirpriz
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Gorsel 3.5. Eskule
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Gorsel 3.6. M46

3.2. Genotiplerin DNA izolasyonu

Marul 6rneklerinden genomik DNA izolasyonu ticari bir kit (Plant Genomic DNA
Miniprep Sistemi, Viogene) kullanilarak gergeklestirilmistir. Izolasyon igin serada
yetistirilen ii¢ haftalik bitkilerin taze geng yapraklari kullanilmistir. Oncelikli olarak buz
kabinin igerisine 24 adet 1,5 ml’lik Eppendorf tiipii yerlestirilerek kapaklar1 6rneklerin
isimleriyle numaralandirilmistir. Numaralandirilan Eppendorf tiiplerinin igerisine birer
adet metal bilye eklenmistir. Seradan toplanan her bir 6rnekten 20’ser mg tartilarak
Eppendorf tiiplerinin icerisine konulmustur ve tekrar birer adet metal bilye eklenmistir.
Lizis islemi i¢in her bir tiipe 400 puL Lizis Buffer (PX1 Tampon) eklenmistir. Daha sonra
ornekler Qiagen markali Tissue Lyser II cihazinda 1 dakika boyunca par¢alanmistir.
Parcalama isleminden sonra Eppendorf tiiplerinin igerisine 4 L RNAase eklenerek 10
saniye boyunca 2200 devirde vortekslenmistir. Vortekslenen Ornekler presipitasyon
islemi i¢in 6nceden hazirlanmis 65 °C deki su banyosuna 30 dakika birakilmistir. Su
banyosundan alinan 6rneklere 130 ul PX2 Buffer eklenerek 10 saniye siiresince 2200
devirde vortekslenmis ve daha sonra 5 dakika buz kabi igerisinde inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon isleminden sonra Eppendorf tiiplerindeki &rneklerden 500 uL almarak Lizat
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Sharing (kit) tliplerine aktarilmistir. Tipler 13600 rpm’de 2 dakika boyunca
santrifiijlenmis ve kolonun altinda kalan kisim yeni Eppendorf tiiplerine aktarilmistir.
Tiiplere 250 pl PX3 Buffer ve 500 pl %90°lik etanol eklenmistir. Tiipler 3-5 defa el ile
ters diiz edilerek karistirilmistir. Orneklerden 650 ul alinarak DNA mini kolonlara
aktarilmigtir. Daha sonra tlipler 1 dakika boyunca 10000 rpm’de santrifiij edilmistir.
Kolonun altinda kalanlar atilarak, tekrar 10000 rpm’de 1 dakika santrifiijlenmistir.
Yikama islemi i¢in kolona 700 ul Washbuffer eklenerek 13600 rpm’de 1 dakika santrifiij
edilmis ve kolon altinda kalanlar tekrar atilmistir. Bu islem 2 kez gerceklestirilmistir.
Kolonda kalan érnekler yeni 1,5 ml‘lik Eppendorf tiiplerine aktarilmistir. Onceden 65° C
sicakliga getirilmis olan saf sudan 200 pL tiiplere eklenerek 5 dakika beklenmistir. Son
olarak DNA’lar1 ayirmak amaciyla 2 dakika boyunca 10000 rpm’de santrifiij islemi
yapilarak izole edilen DNA’lar -20 ° C’de saklanmustir.

Gorsel 3.7. DNA izolasyonunda kullanilan tampon cesitleri

3.3. DNA Miktari ve Saflik Derecesinin Belirlenmesi

DNA miktarin1 ve saflik derecesini belirlemek amaciyla Biospec-nano Life Science
Spektrofotometresi  kullanilmistir.  Ekstraksiyon isleminden elde edilen DNA
orneklerinden 1’er uL alinarak cihazda dl¢iimleri gerceklestirilmistir ve kor olarak saf su
kullanilmistir. Saflik deger araliklar1 1.8-2.0 nm olan 6rnekler PZR reaksiyonlari igin

kullanilmastir.
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3.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Hong ve arkadaglarinin 2015 yilinda kullandiklar1 yonteme gére DNA izolasyonu
gerceklestirilen 23 adet L. sativa genotipinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile
amplifikasyonlar1 yapilmistir. Calismada her bir L. sativa genotipi i¢in 14 farkli primer

seti kullanilmigtir. Kullanilan primer setleri Tablo 3.2.” de verilmektedir.

Tablo 3.2. Calismada kullanilan primer setleri

No  Primer Ileri Primer Dizileri (PF) Geri Primer Dizileri (Pr)

—

SML-028 TGATCCAGGCTCTCCAGAAT CACGACCATGAATGATAAGTGC

2 SML-002 GTGATTGCATGCCAAATGAA TTAGTAGCCCGCATGCTTTT

3 SML-022 GGGCCTCAAATCCTCTCTG TGTTCTTCCCCTCTTTGGAA

4 SML-039 ATTACCCCTGGCCTTATGCT TCGTATCTTGGCTGCTCCAT

5 SML-057 TCCCATGATGGAGAGACTCA CCCAAAAGGGAATAGCAACC
6 KSL-92 GGTCTCTTTCCTCTGCCCTG TCGCGTTCTGAAGTAGCCAT
7 KSL-97 CGCAGAAAAGGGATCAGACA TCAGAGACACTGCAAAAGGGA
8 KSL-119 TTCGACTCGTCTTCGACGC CGATGTCACACCACCCATCT
9 KSL-123 ATTGTAACTTCTGCGGGCCT GCCTCACATGTTCTTCCCCT
10 KSL-137 TTCTCTGAGCTTCACAAGAGGG TCATCACCATCATCATTTCCC
11 KSL-173 ATAGTCACGACTCACGCCCA CCATTTTCCTCTTTCTGCGA
12 KSL-7 TGCTCAATCTCGAGCTTATCCT ATGTGCCCACAAGGAAGACA
13 KSLC-322 CTCCTCCGGGAAACTATGGA TCTCCAACACAACACCCACC
14 KSL-271 ACAAAGGCAAGATTGGGTCA GCGGATATGCAGCCATAACA

Calismada kullanilan PZR bilesenlerinin 6zellikleri ve gorselleri Tablo 3.3. ve

Gorsel 3.8.° de verilmistir.

Tablo 3.3. Reaksiyon bilesenleri

Icerik 1x Miktar
ddH.O 9,5 ul
10X Buffer 1,5 ul
dNtp 1 ul

fleri Primer 1 pl

Geri Primer 1 ul

Taq Polimeraz 0,17 ul
Kalip DNA 2 ul
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Gorsel 3.8. Kullanilan reaksiyon bilegenleri

PZR bilesenleri son hacimleri 20 uL olarak sekilde her bir L. sativa genotipi i¢in
ayr1 PZR tlipiinde hazirlanmistir. Hazirlanan 6rnekler PZR cihazina yerlestirilmeden dnce
kisa bir siire santrifiij edilerek cihaza konulmustur. 23 genotipin amplifikasyonu Tablo
3.4.’te verilen reaksiyon kosullarina gére Thermo Thermal Cycler (Tc-5000) cihazinda

(Gorsel 3.9.) gergeklestirilmistir.

Gorsel 3.9. Kullanilan PZR cihazi
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Tablo 3.4. Programin reaksiyon kosullart

Sicakhk Siire Dongii Sayisi
94 °C 4 dk. 1

94 °C 30 sn.

55-58 °C 30 sn. 35

72 °C 45 sn.

72 °C 6 dk. 1

3.5. Agaroz Jel Elektroforezi

PZR iiriinleri %3’liikk agaroz jel hazirlanarak UV veren transilliiminatorde (Biolab
Uvitec) gézlemlenmistir. %3’ 1iik agaroz jelin hazirlanmasi i¢in 5,4 g agaroz tartilarak 190
mL TBE tamponuna eklenerek mikrodalga firinda homojen olarak c¢oziinmesi
saglanmistir. Daha sonra 6 uL RedSafe ™ (20,000x) boyasi eklenmistir. Ardindan jel
tablaya dokiilerek polimerlesmesi amaciyla 30 dakika beklenmistir. Jelde olusturulan
kuyucuklara 6 pL PZR iiriinii yiikleme boyasi ile karistirilarak yiiklenmigtir. PZR
iirlinlerinin boyutunu belirleyebilmek i¢in Thermo Scientific Gene Ruler 100 bp Plus
DNA Ladder kullanilmistir. PZR {iriinleri 120 V 300 amperde 150 dakika yiiriitiilm{istiir.
Sonrasinda jel, 312 nm dalga boyunda UV veren transilliiminatér (Biolab Uvitec) ile

incelenmistir.

Gorsel 3.10. Kullanilan elektroforez cihazi
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3.6. Lactuca sativa Verilerinin Degerlendirilmesi

Lactuca sativa DNA o6rneklerinin PZR goriintiilenmesi islemi i¢in QUANTUM
ST4 programi kullanilmigtir. Bant goriintiileri kaydedilmis ve elde edilen verileri sayisal
degerlere cevirmek icin GeneTools otomatik goriintii analiz programina yiiklenmistir. Bu
program iizerinde hatali bant goriintiileri temizlenmis ve olusturulan verilere bakilarak
polimorfizm durumuna gore 0 (yok) veya 1 (var) olarak elektronik tabloya aktarilarak
derecelendirilmistir. Elde edilen genetik uzaklik degerleri UPGMA (Unweighted Pair-
Group Method with Arithmetic Average) yontemiyle gruplandirilmis ve olusturulan kodu
dendograma cevirmek icin MEGA7 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis Version

7.0 for Bigger Datasets) programina yliklenmistir.
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4. BULGULAR

Bu ¢alismada Dikmen Fide ve Tarim Sirketi’nden (S6giit/Bilecik) alinan toplam 23
Lactuca sativa genotipi kullanilmigtir. Dikmen Tarim’in kendi tiretimi olan 6rneklerden
4 tiir (Siirpriz, Festival, Armoni, Riizgar) ve 1slah hatlar1 koleksiyonundan 14 Lactuca
sativa tiirii (M45B, M46B, M47, M63, M155, M162, M182, M187, M194, M199, M241,
M242, M259, M274) ve 2 adet Tirkiye genelinde yetistirilen Lactuca sativa var.
longifolia (Yedikule ve Eskule) 6rneklerinden alinmistir. 1 adet Lactuca sativa 6rnegi
(Maritima) Enza Zaden Tohum Sirketi’nden ve 2 adet O6rnek (Funfix ve Funtime)
Syngenta AG Tarim Sirketi’nden temin edilmistir. Sirketler tarafindan iiretilen ve 1slah
sonucu verimli kabul edilen Lactuca sativa genotipleri, tim Tiirkiye’de yetistirilen ve
tretilen tilirlerden olup bu tiirlerin genetik iliskileri SSR markérleri kullanilarak

arastirtlmistir.

4.1. DNA Tzolasyonu ve Spektrofotometrik Ol¢iimler

Yapilan molekiiler analizlerde 1slah ¢calismalar1 sonucunda elde edilen 23 Lactuca
sativa genotipi kullanilmistir. Materyallerin geng yapraklari toplanarak DNA izolasyonu
yapilmis ve izole edilen DNA’larin saflik ve miktar tayinleri Bio-Spec-nano
MicroVolume spektrofotometrede Olgiilerek ve Tablo 4.1.°de gosterilmistir. Niikleik
asitler 15181 en 1yi 260-280 nm boyunda absorbe ettiklerinden, dl¢limler bu dalga boyunda
yapilmustir. Bu dalga boydaki dl¢iimler DNA'nin safligini yani kalitesini gostermektedir.

Tablo 4.1. Tez ¢alismasinda kullanilan Lactuca sativa genotiplerinden elde edilen DNA’larin saflik ve
miktarlar

No Genotip DNA Miktar (ng/pL) Saflik (A260/280)
1 Siirpriz 324,61 1,86
2 Funfix 168,5 1,88
3 Funtime 79 1,88
4 Festival 101,83 1,91
5 Armoni 139,78 1,91
6 Riizgar 102,218 1,9
7 Yedikule 150,04 1,92
8 Eskule 178,09 1,86
9 Maritima 70,89 1,88
10 M45-B 3435 1,86
11 M46-B 196 1,82
12 M47 335,7 1,83
13 M63 344 1,83
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Tablo 4.2.(Devam) Tez c¢alismasinda kullanilan Lactuca sativa genotiplerinden elde edilen
DNA’larin saflik ve miktarlar

14 M155 306 1,83
15 M162 176 1,87
16 M182 151,97 1,82
17 M187 109 1,8

18 M194 204 1,83
19 M199 156 1,83
20 M241 159,7 1,86
21 M242 264 1,85
22 M259 84,5 1,89
23 M274 192 1,85

Basarili bir DNA izolasyonu i¢in DNAnin saflik miktari ve DNA’nin kullanilabilir
olusu oOlgiilmektedir. Kaliteli bir DNA safliginin 1,8-2,0 arasinda olmasi istenmektedir.
izolasyon sonrasi elde edilen DNA safliginin 2,0’den fazla olmasi drnegin RNA, fenol ya
da kloroform ile kirli oldugunu gostermektedir. Saflik degerinin 1,6 degerinden diisiik
olmasi durumunda ise DNA 6rnekleri icerisinde protein ya da fenolik bilesik oldugunu
gostermektedir. Calismada kullanilmis olan Lactuca sativa genotiplerine ait DNA’lar

incelendiginde saflik miktarlar1 1,80-1,92 ng/pL arasinda degismistir.

4.2. SSR Analizleri

4.2.1. SSR markdérleri kullanilarak polimorfizmlerin degerlendirilmesi

Yirmi ¢ Lactuca sativa genotipinin katiliminin  genetik  gesitliligini
degerlendirmek i¢in 14 SSR primeri kullanilmistir. Primer ¢iftleri daha 6nce yaymlanmig
olan makalelerden (Jee-Hwa Hong, Yong-Sham Kwon vd., 2015; Michaela Jemelkova
Miloslav Kitner vd., 2015; Simko, 2009) yiiksek polimorfizmi ve yliksek amplifikasyon

kalitesi temelinde secilmistir. Bu primer setlerin dizileri Tablo 2'de gosterilmektedir.

Bu ¢alismada, daha 6nce yapilmis olan (Jee-Hwa Hong vd., 2015) ¢alismasindan
referans alinarak primerlerin PZR da baglanma sicakliklar1 55 °C de baglanmis fakat en
net goriintiiler farkli sicakliklarda denenerek elde edilmistir. Uygulanmis olan baglanma

sicakliklar1 Tablo 4.2.”de gosterilmistir.
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Tablo 4.3. Kullanilan 14 SSR primeri ve ozellikleri (Jee-Hwa Hong vd., 2015)

Primer Primer dizisi (5 *-3") Baglanma (Annealing) Sicakhig (°C)

KSL-092 F: GGTCTCTTTCCTCTGCCCTG 58°C
R: TCGCGTTCTGAAGTAGCCAT

KSL-097 F: CGCAGAAAAGGGATCAGACA 58°C
R: TCAGAGACACTGCAAAAGGGA

KSL-119  F: TTCGACTCGTCTTCGACGC 57,5°C
R: CGATGTCACACCACCCATCT

KSL-123  F: ATTGTAACTTCTGCGGGCCT 57,5°C
R: GCCTCACATGTTCTTCCCCT

KSL-137 F: TTCTCTGAGCTTCACAAGAGGG 58°C
R: TCATCACCATCATCATTTCCC

KSL-173  F: ATAGTCACGACTCACGCCCA 58°C
R: CCATTTTCCTCTTTCTGCGA

KSL-271 F: ACAAAGGCAAGATTGGGTCA 57°C
R: GCGGATATGCAGCCATAACA

KSL-322  F: CTCCTCCGGGAAACTATGGA 57°C
R: TCTCCAACACAACACCCACC

KSL-7 F: TGCTCAATCTCGAGCTTATCCT 57°C
R: ATGTGCCCACAAGGAAGACA

SML-002 F: GTGATTGCATGCCAAATGAA 55,7°C
R: TTAGTAGCCCGCATGCTTTT

SML-022 F: GGGCCTCAAATCCTCTCTG 55,7°C
R: TGTTCTTCCCCTCTTTGGAA

SML-028 F: TGATCCAGGCTCTCCAGAAT 58°C
R: CACGACCATGAATGATAAGTGC

SML-039 F: ATTACCCCTGGCCTTATGCT 57°C
R: TCGTATCTTGGCTGCTCCAT

SML-057 F: TCCCATGATGGAGAGACTCA 57°C
R

: CCCAAAAGGGAATAGCAACC

4.3. PZR Analizi Sonuclar:

PZR islemi tamamlandiktan sonra elde edilen ornekler elektroforez yontemi ile

analiz edilmis ve goriintiilenmistir. Calismada kullanilan 23 Lactuca sativa genotipine ait

temsili agaroz jel goriintiileri Gorsel 4.1., Gorsel 4.2., Gorsel 4.3., Gorsel 4.4., Gorsel

4.5. ve Gorsel 4.6’ da verilmistir.
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Gorsel 4.1. Ksl-173 elektoforez goriintiisii
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Gorsel 4.2. Ksl-271 elektoforez goriintiisii
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Gorsel 4.3. Ksl-322 elektoforez goriintiisii
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Gorsel 4.4. SmI-002 elektoforez goriintiisii
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Gorsel 4.5. Sml- 022 elektoforez goriintiisii

4.4. Veri analizleri

Caligmada kullanilmis olan Lactuca sativa genotiplerinin PZR goriintiilenmesi
QUANTUM ST4 programinda saglanmigtir. Jel goriintiileme isleminden sonra elde
edilen veriler bantlarin yerlerini belirleyerek sayisal veriye ¢evirmek i¢in GeneTools

otomatik goriintii analiz programina ytiklenmistir.
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Gorsel 4.6. SML-022 primerine ait PZR sonucunun GeneTools programinda gériintiilenmesi

Tez galigmasinda kullanilan L. sativa genotiplerine ait genetik farklilagmalarin
gorsel bir grafikte goriilmesi i¢in genetik mesafe degerleri UPGMA (Unweighted Pair-
Group Method with Arithmetic Average) kiimelendirme yontemi ile siniflandirilmistir.
UPGMA ile olusturulan kodu dendograma c¢evirmek icin MEGA7 (Molecular
Evolutionary Genetics Analysis Version 7.0 for Bigger Datasets) programindan

yararlanilmistir.
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Gorsel 4.7. Toplam 23 adet Lactuca sativa genotipinin 14 SSR ile amplifikasyonu sonucu elde edilen
UPGMA soyagaci

UPGMA yontemine gore tiirler arasi akrabalik derecesini belirten dendogramin
incelenmesi sonucunda Lactuca sativa genotipleri iki ana grup altinda toplanmistir. Grup
1; Siirpriz, M274, Maritima, M47, M182, M187, M45B, M46B, M63, M162, M194,
M199, M241, M242, M155 genotiplerinden olusmaktadir. Grup 2 ise Funfix, Funtime,
Festival, Riizgar, Armoni, M259, Yedikule ve Eskule genotiplerinden olusmaktadir.
Yapilan ¢aligma boyutunda iki ana grup ve varyeteler arasinda genetik farkliliklar
saptanmistir. Yapilan c¢alisma dogrultusunda iki ana grup arasinda %12 farklilik tespit

edilmistir. Varyeteler arasinda ise beklenildigi lizere gobekli marullarin (Yedikule ve
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Festival
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Eskule varyeteleri) genetik olarak daha uzak akrabalar oldugu belirlenmistir.
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5. SONUCLAR

Diinya niifusunun hizla biiylimesiyle birlikte meydana gelen beslenme sorunu,
kiiresel 1sinma ve iklim degisikligiyle ortaya cikan cesitli sorunlar bitki genetik
kaynaklarinin O6nemini ortaya koymaktadir. Hizla artan diinya niifusunun gida

gereksinimleri daha verimli gesitler gelistirilerek kargilanmaktadir (Rao ve Hodgkin,

2002; Giileg vd., 2010).

Genetik ¢esitliligin  bitkilerde nesiller boyunca siirdiiriilebilmesi agisindan
kullanilan bitki gen kaynaklar1 ve gen havuzlar1 oldukga kritik 6neme sahiptirler. Bitki
genetik kaynaklarinin tarimsal ve ekonomik acgidan deger kazanabilmesi ve g¢esitli
tiriinlerin ve 6zelliklerin elde edilmesinde kullanilabilmesi amaciyla dogru ve uygun

tekniklerle degerlendirilmesi gerekmektedir.

1990’11 yillardan beri klasik 1slah yontemlerinin yani sira molekiiler ¢calismalar da
hiz kazanmistir. Molekiiler ve biyoteknolojik 1slah yontemleri istenilen amaca uygun yeni
ve verimli irlinlerin elde edilmesini miimkiin kilmaktadir (Bradshaw, 2017). Lactuca
sativa, gilinlimiizde tiim Diinyada iiretimi yapilan ve tiikketilen 6nemli bir sebzedir.
Tiirkiye’ de yetistiriciligi yapilan yerlerde yillar boyunca {iireticiler tarafindan yapilan
seleksiyonlar ve calismalar sonucu ¢ok sayida popiilasyonlar olusturulmustur. Islah
acisindan Onemli genetik potansiyele sahip bu popiilasyonlarin belirlenmesi, genetik

cesitliliginin artirllmasini ve daha verimli, kaliteli tiirler elde edilmesini saglamaktadir.

Karmagik ve maliyetli olan 1slah sistemleri, marul 1slahinin siiresini uzatmakla
birlikte 1slah ¢alismalarin1 da zorlastirmaktadir. Bu nedenle molekiiler ve biyoteknolojik
yontemler 1slah silirecinin hizlandirilmasinda zorunluluk haline gelmistir. Yeni
cesitlerinin orijinalligini belirlemek i¢in kullanilan molekiiler yontemler sayesinde daha
sonra yapilacak olan islah caligmalarina tanimlanmis ve ozellikleri bilinen materyal
saglamak agisindan biiyiikk 6nem tagimaktadir. Mikrosatellitler (SSR markérleri) bitki
tirlerinde cesitlilik ve akrabalik iliskilerini belirlemek a¢isindan biiyiik 6neme sahiptir.
Tirler igin gelistirilen SSR markorleri genetik ¢esitliligi ve akrabalik iligkilerini objektif
bir sekilde ortaya koymakta birlikte bir tiir i¢in gelistirilmis olan SSR markérleri yakin

akraba tiirleri i¢in de transfer edilebilir 6zelliktedirler.
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Islah programlarinda isleri kolaylastirmak ve gesit safiyet kontroliinii saglamak
amaciyla Lactuca sativa’da genotipler arasi akrabalik iliskilerini ve genetik ¢esitliligi

ortaya ¢ikarmak i¢in bu ¢alisma yapilmistir.

Bu ¢alismada, Tiirkiye’de yetisen ve ticari 6neme sahip 23 Lactuca sativa tiiriiniin
yetistirildikten sonra toplanan yaprak oOrnekleri kullanilarak molekiiler analizleri
yapilmistir. Yaprak oOrneklerinin DNA izolasyonu yapildiktan sonra DNA o6rnekleri
kullanarak 14 SSR markorii ile uygun protokollere gore PZR analizleri basariyla
gerceklestirilmistir.  Deneylerden elde edilen jel goriintiileri Syngene GeneTools
Programinda analiz edilerek filogenetik aga¢c Mega7 programina UPGMA algoritmasina

gore ¢izdirilmistir.

Yapilan analizler sonucunda farkliliklar istatistiki olarak %95 duyarliliginda
anlamli kabul edilmistir ve uzaklik matriksinde goriilmektedir. Yapilan ¢aligmaya gore
23 genotip, 2 ana grupta toplanmistir. Ik grupta Siirpriz, M274, Maritima, M47, M182,
M187, M45B, M46B, M63, M162, M194, M199, M241, M242, M155 bulunmustur.
Ikinci grupta Funfix, Funtime, Festival, Riizgar, Armoni, M259, Yedikule ve Eskule yer
aldig1 ortaya konmustur. Yapilan ¢alisma boyutunda iki ana grup ve varyeteler arasinda
genetik farklar saptanmugtir. Iki ana grup arasinda yapilan galisma dogrultusunda %12
farklilik tespit edilmistir. Varyeteler arasinda ise beklenildigi iizere gobekli marullar
(Yedikule ve Eskule varyeteleri) genetik olarak daha uzak olarak belirlenmistir.

Ileride yapilacak olan bilimsel c¢alismalar icin arastirmacilar, bu c¢alismada
kullanilan genotiplere ve SSR markdrlerine bakarak yapacaklar: arastirmalar
dogrultusunda daha uygun SSR markorleri segebileceklerdir. Bu sayede calismalar i¢in
harcanacak para, zaman ve emek kayb1 minimuma indirilebilecektir. Yapilacak olan yeni
molekiiler ¢caligsmalarla, bu tez ¢alismasinda kullanilan genotipler i¢in PZR ve istatiksel
veriler daha fazla markdr kullanilarak gelistirilebilirse bolgeye ve iklime daha yiiksek
adaptasyon saglayan yeni Lactuca sativa genotiplerinin elde edilmesine katki
saglanabilecektir. Sonug olarak bu ¢alisma, Tiirkiye’de yetistirilen ticari 6neme sahip bazi
Lactuca sativa tiirlerinin molekiiler olarak tanimlanmasini saglamis ve daha sonra

yapilacak ¢aligmalara 151k tutmustur.
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EKLER
Tezinizin bu boliimiinii dipnot olarak verilmesi uygun olmayan uzunluktaki aciklamalar,

tablolar, etik kurul izni gibi bilgi ve belgeleri icerecek sekilde kullanabilirsiniz.
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