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TURKIYE’DE YETIiSEN SALVIA L. (ADACAY1) CINSI SCLAREA
ALTCINSINE AIiT BAZI TURLERIN MOLEKULER TEKNiKLER
KULLANILARAK KARAKTERIZASYONU
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Damisman: Dog. Dr. Deniz ULUKUS
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Juri
Dog. Dr. Deniz ULUKUS
Do¢. Dr. Murat YILDIRIM
Dr. Ogr. Uyesi ibrahim CELIiK

Tiirkiye’de yetisen Salvia L. (adagayr) cinsi Sclarea altcinsine ait olan 10 adagay: turi ve
Melissa officinalis turunin genetik benzerlik ve farkliliklarini inceleyip akrabalik iliskilerini belirlemek
amaciyla yapilan ¢alismada DNA markori olarak SRAP molekiler markord kullaniimastir. Polimorfizm
orani en yiiksek olan SRAP kombinasyonlarini belirlemek i¢in 9 adagcayr DNA’sinda 22 SRAP primer
kombinasyonu 0n taramaya tabi tutulmus bunlardan yiiksek oranda polimorfizm gdsteren 9 SRAP primer
kombinasyonu tim 6rneklerde test edilmistir. Toplam 10 adagay1 ve dis grup olarak segilen Melissa
officinalis drneklerinde 9 SRAP primer kombinasyonu ile 93’1 polimorfik olan 97 bant tespit edilmistir.
Ortalama polimorfizm orani %94.70 olarak tespit edilmistir. Ortalama polimorfizm bilgi icerik (PIC)
degerinin 0.36 oldugu ve 0.29-0.43 araliginda degistigi belirlenmistir. 10 adagay1 ve dis grup olarak
secilen Melissa officinalis genotipinin birbirine olan uzakliklarinin, Dice ve Ochiai benzerlik katsayis ile
UPGMA ve NJ algoritmalar1 kullanilarak filogenetik karsilagtirmalart yapilmistir. Buna godre Dice
benzerlik katsayisi ile ortalama genetik farklilik degeri %54.34 olarak tespit edilmistir. Minimum genetik
farkliliga %28.57 orani ile Salvia argentea ve Salvia vermifolia tiirleri arasinda rastlanirken, maksimum
farkliliga ise %92.85 orani ile Melissa officinalis ve Salvia atropatana tiirleri arasinda rastlanilmustir.
Ochiai benzerlik katsayisi ile ortalama genetik farklilik degerinin ise %52.54 oldugu belirlenmistir.
Minimum farklihga %28.51 orani ile Salvia argentea ve Salvia vermifolia tiirleri arasinda rastlanirken,
maksimum farkliliga ise %91.29 orami ile Melissa officinalis ve Salvia atropatana tirleri arasinda
rastlanilmistir. Yapilan analizler sonucunda SRAP markor sisteminin evrimsel analizlerde kullanilabilir
oldugu ve giivenilir sonuglar verdigi belirlenmistir. Bu ¢alisma ile Tiirkiye’de yetisen Salvia L. (adagay1)
cinsi Sclarea altcinsine ait tirlerin SRAP molekiler markorli kullanilarak ilk kez evrimsel olarak
incelemesi saglanmistir.

Anahtar Kelimeler: Adagay:, Genetik Karakterizasyon, Salvia L., SRAP-PCR



ABSTRACT

MS THESIS

CHARACTERIZATION OF USING MOLECULAR TECHNIQUES OF
SOME SPECIES BELONGING TO SCLAREA SUBGENUS OF SALVIA L.
(SAGE) GROWING IN TURKEY

Seher SELIMOGLU

THE GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCE OF
SELCUK UNIVERSITY
THE DEGREE OF MASTER OF SCIENCE
IN BIOTECHNOLOGY

Advisor: Assoc. Prof. Dr. Deniz ULUKUS
2021, 65 Pages

Jury
Assoc. Prof. Dr. Deniz ULUKUS
Assoc. Prof. Dr. Murat YILDIRIM
Assistant. Prof. Dr. ibrahim CELIK

In a study conducted to examine the genetic similarities and differences of Melissa officinalis
and 10 Salvia species belonging to the Sclarea subgenus of the Salvia L. (Sage) genus grown in Turkey
and determine their relationship, the SRAP molecular marker was used as a DNA marker. In order to
determine the primer combinations with the highest polymorphism rate, 22 SRAP primer combinations in
9 sage DNA were pre-screened and 9 SRAP primer combinations showing high polymorphism were
evaluated for all samples. In the Melissa officinalis samples selected as 10 sage and outgroup, 97 bands,
93 of which were polymorphic, were detected with a combination of 9 SRAP primers. The average
polymorphism rate was determined as 94.70%. It was determined that the average polymorphism
information criterion (PIC) value was 0.36 and varied between 0.29-0.43. Phylogenetic comparisons were
made using UPGMA and NJ algorithms with the Dice and Ochiai similarity coefficient and the proximity
of Melissa officinalis genotype selected as 10 sage and outgroup. Accordingly, the ratio similarity
coefficient and the average genetic difference value were determined as 54.34%. While the minimum
genetic difference was found between Salvia argentea and Salvia vermifolia species with a rate of
28.57%, the maximum difference was found between Melissa officinalis and Salvia atropatana species
with a rate of 92.85%. It was determined that the average genetic difference value with the Ochiai
coefficient was 52.54%. The Minimum difference was found between Salvia argentea and Salvia
vermifolia species with a rate of 28.51%, while the maximum difference was found between Melissa
officinalis and Salvia atropatana species with a rate of 91.29%. As a result of the analysis, it was
concluded that the SRAP marker system can be used in evolutionary analysis and gives reliable results. In
this study grown in Turkey Salvia L.(sage) method Sclarea first evolutionarily examined by the species of
the subgenus SRAP molecular marker is provided.

Keywords: Genetic Characterization, Sage, Salvia L., SRAP-PCR
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

B: Beta

M: Molar

mg: Miligram

mM: Milimolar

ml: Mililitre

ng: Nanogram

pl: Mikrolitre

+o0: Art1 sonsuz

°C: Santigrat Derece

%: Yiizde

Kisaltmalar

AFLP: Cogaltilmis Par¢a Uzunluk Polimorfizmi
CTAB: Cetyltrimethylamoniumbromide

dH20: Saf su

DNA: Deoksiribo Nukleik Asit

dNTP: Deoxyribonucleotide Triphosphate

F: Forward (ileri) Primer

GAE: Gallik Asit Esdegeri

ISSR: Basit Tekrarli Diziler Arast Polimorfizm
MgCly: Magnezyum Klorir

NJ: Komsu Birlestirme

ORF: Acik Okuma Bolgeleri

PCR: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

PIC: Polimorfizm Bilgi Igerigi

PVP: Polivinilpirolidon

QE: Kuersetin Esdegeri

r: Korelasyon katsayis1

R: Reverse (Geri) Primer

RAPD: Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA
RFLP: Sinirh Parca Uzunluk Polimorfizmi

rpm: Dakikadaki Devir Sayisi

SCAR: Sirayla Karakterize Edilmis Amplifiye Bolgeler
SRAP: Sekans iliskili Cogaltilmis Polimorfizm
SSR: Basit Dizi Tekrarlar

TAE: Tris Asetat EDTA

TRAP: Hedef Bolge Cogaltim Polimorfizmi
UPGMA: Aritmetik Ortalama ile Agirliksiz Cift Grubu Metodu
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1. GIRIS

Bir tilkenin florasiin zenginligi, o ililkede yetisen tiirlerin sayisi, ilgingligi ise
bitkilerin yayilis1 ve farkli bitki ortiisii tiplerine sahip olmasi ile dlgiilebilir. Ulkemiz
bitki ¢esitliligi a¢isindan Diinya’da zengin ve ilging lilkelerin basinda gelmektedir. Bu
zenginlik ve ilginglik ¢esitli iklim tiplerinin etkisi altinda olmasi, cografik durumu,
jeolojik yapisi, farkli topografik yapilara ve toprak gruplarina sahip olmasi ve ti¢ farkli
fitocografik bolgenin (Iran-Turan, Avrupa-Sibirya ve Akdeniz) kesistigi bir konumda
olmasindan kaynaklanmaktadir (Davis ve Hedge, 1975; Ulukus, 2015).

Turkiye bitkiler listesine gore Ulkemizde 11707 takson bulunmakta olup
bunlardan 3649’u endemiktir, endemizm orani ise %31.82’dir (Giiner ve ark., 2012).

Tiirkiye Florasi1 (Flora of Turkey and The East Aegean Islands) kitabina gore;
Turkiye 174 familyaya ait 1251 cins ve 12000’den fazla tiir ve tiir alt1 taksonu (alt tiir ve
varyete) ile olduk¢a zengin bir floraya sahiptir (Faydaoglu ve Siiriictioglu, 2011). Bu
taksonlarin 234’1 yabanci kaynakli ve kiiltiir bitkisidir, geriye kalan turler ise tlkemizde
dogal yayilis gosteren bitkilerdir (Ekim ve ark., 1989; Erik ve Tarikahya, 2004;
Faydaoglu ve Siirtictioglu, 2011). Tim Avrupa kitasinda takribi 12000 kadar bitki
taksonu bulundugu dikkate alindiginda yurdumuzun bitki ortiisii agisindan Onemli
diizeyde verimli oldugu gorulmektedir (Ekim ve ark. 2000; Faydaoglu ve Siiriiciioglu,
2011).

Tiirkiye, familya, cins ve tiir sayis1 bakimmdan Avrupa'nin birgok Ulkesi ve
Asya iilkeleri arasinda da bitki ¢esitliligi acisindan en zengin lilkelerden biridir. Ayrica
endemik bitkiler agisindan da oldukga dikkat cekmektedir (Elmali, 2017).

Tiirkiye floras1 ¢ok sayida bitki tiirii ve cesitlilii icermesi sebebiyle dogadan
toplanan ve kiiltiirii yapilan tibbi ve aromatik bitkiler agisindan biiyiik bir ekonomik
potansiyele sahiptir. Ayn1 zamanda Tiirkiye cografi konumu, iklim ve bitki ¢esitliligi,
tarimsal ag¢idan barindirdig1 potansiyeli ve genis yiiz 6l¢limiine sahip olmasi nedeniyle
tibbi ve aromatik bitkilerin ticaretinde 6nemli iilkelerden biridir. Tiirkiye’nin bu énemi;
gelismis tilkelerdeki yerlesmis bitkisel ilag, bitki kimyasallari, gida ve katki maddeleri,
kozmetik ve parfiimeri sanayilerinin girdisini olusturan pek c¢ok bitkisel iiriiniin
hammaddesini saglayan bitkilerin iilkemizde yetismesinden kaynaklanmaktadir
(Bayram ve ark., 2010).

Ballibabagiller (Lamiaceae) ihtiva ettigi takson zenginligi yoniinden tlilkemizde

yayilim alan1 en genis ticlincii bitki ailesidir (Kahraman ve ark., 2009a). Bu familyanin



mensuplarinin biiyiik boliimii ugucu yaglar ve ikincil metabolitler yoniinden oldukca
zengindir, bu 6zelliklerinden dolayi tip, eczacilik, gida ve kozmetik gibi bir¢ok alanda
kullanilirlar (Baser, 1993; Yiice, 2019).
Lamiaceae familyasinin bitkiler alemindeki sistematik yeri Abak (2018)’e gore
asagidaki gibidir;
Alem: Plantae
Altalem: Tracheobionta
B6lim: Magnoliophyta
Sinif: Magnoliopsida
Altsinif: Asteridae
Takim: Lamiales
Familya: Lamiaceae

Lamiaceae familyas1 diinya tizerinde 245'den fazla cins ve 7886 tir icermektedir
(Celep ve Dirmenci, 2017).

Lamiaceae familyasiin iiyeleri hemen hemen tiim habitat tiplerinde ve farkl
yukseltilerde yetisebilip tim diinyada en ¢ok Tirkiye ve Akdeniz fitocografik
bolgesinde dogal yayilis gostermektedir (Batibay, 2017).

Ulkemiz, Lamiaceae familyasinin 6nemli gen merkezleri arasinda olup,
tilkemizde Lamiaceae familyasina ait 45 cins, 546 tir ve 731 takson bulunmaktadir,
endemizm orani ise %44.2°dir (Ipek ve ark., 2014). 2017°de giincellenen verilere gore;
Lamiaceae familyas: tGlkemizde 48 cins ve 782 takson (603 tir, 179 alt tur ve varyete),
endemik 346 takson (271 tur, 75 alt tlr ve varyete) ile temsil edilip, bunlarin yaklasik
%44 endemizm oranina sahip oldugu belirtilmistir (Celep ve Dirmenci, 2017).

Lamiaceae familyasi; genellikle salgi tliylii (glandular) ve aromatik, otsu ya da
calimsidirlar, gévde 4 koseli veya degildir. Yapraklar stipulasiz, basit, bazen pinnat,
daima karsilikli diziliglidir. Cigek durumu esasen braktelerin veya tist yapraklarin
koltugundan ¢ikan basit simoz ve genellikle spika, bas, rasemoz veya simoz olusturacak
sekilde diizenlenen yalanci gevrel (vertisillastrum) seklinde diizenlenmistir. Cigekler
hermafrodit veya ginodioik bitkilerde erkek-sterildir (fonksiyonel disi). Brakteler,
yapraklardan belirgin sekilde farkli veya onlara benzer (‘¢igek yapraklar’’ olarak
adlandirildiklar1 zaman); brakteoller var veya yoktur. Kaliks genellikle Ustte 3 dis ve
altta 2 dis olmak {izere toplam 5 loblu, nadiren loblar veya disler 1-1 veya 1-4, ya da
kaliks aktinomorfik; damarlar 5 ila 20 arasindadir. Korolla birbirine bitisik tag

yapraklar1 olan zigomorf ve genellikle belirgin olmayan iki loblu diiz veya konkav Ust



dudak ve 3 loblu alt dudak (labellum); nadiren iist dudak indirgenmis ve alt dudak 5
loblu veya iistte 1 altta 4 loblu veya korolla aktinomorfik. Stamenler korollaya birlesik,
4 adet ve didinam veya 2 adettir (bu durumda staminodlar genellikle mevcuttur);
arkadaki (Ustteki) cift genellikle dndeki (alttaki) stamen ciftinden daha kisadir; anter
tekast 2 veya 1 hiicreli, paralel veya ayri, nadiren (Salvia cinsinde) boyuna uzamis
baglarla ayrilmaktadir. Ovaryum {iist durumlu, 2 karpelli (disi tireme organi) ve 4 ovilli
(yumurtalik), 4 lobludur. Stilus ginobazik, nadiren degildir, list kisimda kisaca ikiye
ayrilmaktadir. Meyve 4 adet (nadiren daha az), kuru (¢ok nadiren etli), 1slaninca
miisilajli olabilen veya olmayan nutlet’den olugsmustur (Davis, 1982).

Lamiaceae familyast monoterpen, diterpen ve sesquiterpenler agisindan zengin
aromatik metabolitler iceren bir familyadir (Bozar1 ve ark., 2013; Cakmak, 2017).
Bitkilerin yapraklarinda ugucu yag salgilayan salgi keseleri bulunmaktadir, bu
ozelliklerinden dolay1 gevreye hos koku yaymaktadirlar. Ayrica bu koku sayesinde
kendilerini zararlilara karsida savunmaktadirlar. Kokularinin cezbedici olmasi nedeniyle
bu bitkilerin esansiyel yaglar parfiim, sabun ve deterjan sanayisinde kullanilmaktadir.
Lamiaceae familyasindaki bitkilerin bazilar1 cay, baharat ve sos olarak da
tiketilebilmektedir (Cakmak, 2017).

Salvia L., Lamiaceae familyasimnin en buyuk cinsi olup yaklasik 1000 tirden
olugmaktadir. Salvia Diinyada bes bolgede yaygin olarak dagilim gostermektedir: Orta
ve Giney Amerika (yaklasik 500-550 tiir), Bat1 Asya (yaklasik 200-220 tir ozellikle
Tiirkiye, Iran, Afganistan ve Rusya’da), Dogu Asya (yaklasik 100 tiir, 6zellikle Cin ve
Japonya'da), Afrika (yaklasik 60 tiir) ve Avrupa (yaklasik 36 tiir) (Celep ve ark., 2015).

Salvia L.'nin Tirkiye'de ilk revizyonu, 86 tiir, 1 melez ve 1 siipheli tiirli teshis
eden Hedge (1982) tarafindan yapilmistir. O zamandan beri, Turkiye'den 6 yeni tir
(Salvia nydeggeri Hub.-Mor. (1982), Salvia aytachii Vural ve Adigiizel (1996), Salvia
hedgeana Dénmez (2001), Salvia anatolica Hamzaoglu ve A. Duran (2005), Salvia
marashica A. Ilgim, F. Celep ve Dogan (2009) ve Salvia ekimiana F. Celep ve Dogan
(2010)) ve 2 yeni kayit Salvia macrosiphon Boiss. (Kahraman ve ark., 2009b) ve Salvia
aristata Aucher ex Benth. (Behcget ve Avlamaz, 2009), tanimlanmistir. Bu kayaitlar ile
toplam tiir sayis1 95'e ulasmistir (Celep ve ark., 2009).

Salvia cinsi tlkemizde 97 tur (51’1 endemik), 4 alt tir ve 8 varyete ile temsil
edilmektedir. Ulkemizde yetisen 97 tiiriin 58’i (%59.79) Iran-Turan, 27’si (%27.83)
Akdeniz, 5’1 (%5.15) Avrupa-Sibirya fitocografyasinda, geri kalan 7’si (%7.21) birden
fazla fitocografik bolgede yayilis gostermektedir (Ipek ve Giirbiiz, 2010).



2015 yilinda yapilan ¢alismaya gore Tiirkiye’de, 53" (%53) endemik olan 100
Salvia tiirti bulunmaktadir (Celep ve ark., 2015).

"Salvia" cins ad1 Latincede "kurtarmak ve iyilestirmek" anlamina gelen "Salveo"
kelimesinden gelmektedir (Celep, 2010).

Eski zamanlardan beri sifal1 bitki olarak diinyanin pek ¢ok yerinde kullanilmakta
olan Salvia cinsi “Flora of Turkey and the East Aegean Islands” kitabinda su sekilde
betimlenmistir; Otsu, yar1 ¢alims1 ya da ¢alimsi, ¢ok yillik, nadiren iki yillik veya tek
yillik, gii¢lii aromatik bitkilerdir. Govde dik veya siiriiniicli, genellikle salgi tiiyleriyle
kapl veya tliystizdir. Yapraklar tam, lirat veya pinnatisekttir. Ciceklenme durumu
cesitli sekilde bir araya gelmis kimozlardir. Vertisillatrum (1-)2-10(-40)-¢igekli, sik
veya birbirinden uzak araliklidir. Kaliks ¢an seklinde, huni seklinde ya da boru seklinde
cift dudakli; Gist dudak 3 disli, tam olarak gelismemis ya da hafif girintili; alt dudak 2
disli; meyvede yer alan kaliks meyve igerisinde az ya da c¢ok genislemis, zarimsi
yapidadir. Korollalar beyaz, sar1, pembe, mavi veya menekse renkli, ¢ift dudaklidir {ist
dudak diizden oraksiya; alt dudak genis konkav orta lob ve 2 kii¢iik yan lob olmak iizere
tic lobludur; tiip diiz veya kivrik, i¢ce dogru biikiilmiis ya da siskin, halkali ya da
halkasiz, pulcuklu ya da pulcuksuzdur. Stamenler 2 adet, iist ucunda kisa bir filament ve
kisa veya ¢ok uzun bir konnektif yatak ile verimli bir teka ve alt ucunda daha kiiciik bir
verimli veya subfertil teka (Stamen tip A) ya da cesitli sekillerde verimsiz dokudur
(Stamen tip B); stamenler normalde filamentle konnektifin birlestigi yerde eklem ile
bagli, nadiren degil (Stamen Tip C); staminodlar (stamenlerin arkadaki ¢ifti) herzaman
mevcut ve kicuktirler. Stilus 2 lobludur. Nutletler tiiysiiz, oval, ii¢ koseli veya hafif
daireseldir, 1slatildiginda miisilaj tiretir (Hedge, 1982).

Salvia L. bitkisinin genel gérinimu Sekil 1.1°de verilmistir.



Sekil 1.1. Salvia L. (Adagay1) [Anonim, 2016]

Adacay1 tiirleri sicak ortami sevmektedirler, siddetli riizgarlardan korunakli
bolgelerde yetistirilmesi tavsiye edilir. Gelisiminin ilk evrelerinde ylksek oranda neme
ihtiya¢ duyar, ancak sonraki gelisme evrelerinde kurakliga fazlaca toleranshidir. Kireg
yoniinden zengin kumlu-tinli toprak tiirlerinde daha iyi gelisim gosterirler. Adagayinin
kullanilan boltiimleri genellikle yaprak kisimlart ve ugucu yaglaridir. Yapisinda tanenler
ve belirli oranda ugucu yag bulunmaktadir. Ugucu yagin temel bilesenleri sineol ve
borneol gibi molekdllerdir (Baytop, 1999; Yice, 2019).

Salvia tiirleri tizerinde yapilan c¢alismalarda, bilesiklerin hiicredeki DNA
sentezini azalttig1 gézlemlenmistir. Bu 6zellik kanserin tani ve tedavisi i¢in oldukca
onemlidir (Ozdemir ve Senel, 1999).

Biyoteknoloji, giiniimiizde en popiiler ve yeniliklere agik bilimsel alanlarin
basinda gelmektedir. Bitki biyoteknolojisi de bu alanlardan bir tanesidir ve bu alanda
kullanilan molekiiler markor teknolojileri ¢ok 6nemli bir biyoteknolojik ara¢ olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Bu markor teknolojileri fiziksel haritalama, gen kesfi, gen
etiketleme, filogenetik calismalar, evrimsel genetik ve genetik ¢esitlilik ¢alismalar1 gibi

bir¢ok alanda etkin sekilde kullanilmaktadirlar (Filiz ve Kog, 2011).



Molekuler markorler, genomdaki herhangi bir gen bolgesi veya gen bolgesi ile
iliskili DNA pargasi olarak birgok kullanim alani bulmaktadir. Bu alanlar arasinda;
genetik varyasyonun arastirilmasi, tiirlerin taksonomik tanimlanmasi, filogenetik
akrabaliklarin tespiti, genetik haritalama ve genom analizleri yer almaktadir (Turung,
2010; Orug, 2012).

Molekuler markorlerin hizla gelismesinin sonucu olarak biyoteknoloji alan1 da
hizli bir gelisim gostermistir. Rekombinant DNA teknolojisi ile DNA’ya istenilen
parcalarin eklenmesi veya ¢ikarilmas: saglanmis ve boylece yeni Uriinler elde edilmistir.
Mendel genetigine dayanan Klasik islah ¢alismalarinin yerine molekiler markorlerin
kesfi ile istenilen 6zelliklerin yerlerinin tespiti ve bulunan genlerin dogrudan aktarimi
sonucu daha kesin sonuclar elde edilmis, klasik islahin olumsuz bir sonucu olan
istenmeyen genlerin kalitim: bu sekilde engellenmistir (Tamam, 2008).

Son yillarda, molekiiler markorler, bitki 1slah programlari, germplazm yonetimi
ve biyogesitliligin korunmas tizerinde biiylik etkisi olan genetik iliskileri ve genotip
tanimlamasini degerlendirmek icin basariyla kullanilmistir (Echeverrigaray ve Agostini,
2006).

DNA duzeyinde polimorfizmi ortaya koyan molekiler markorler, bitki genetik
cesitlilik karakterizasyonunu degerlendirmek ve ayrica farkli morfolojik bireyleri farkli
kaynaklardan ayirt etmek i¢in gii¢lii bir ara¢ olarak kabul edilmistir (Smykal ve ark.,
2008; Li ve ark., 2010; Keneni ve ark., 2011; Peng ve ark., 2014).

Molekiler markorler ve DNA parmak izi teknikleri, bircok bitkinin
tanimlanmas1 ve polimorfizm analizinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bugiine kadar,
sinirli par¢a uzunluk polimorfizmi (RFLP) (Botstein ve ark., 1980), rastgele cogaltilmis
polimorfik DNA (RAPD) (Williams ve ark., 1990; Welsh ve McClelland, 1990), basit
dizi tekrarlar1 (SSR) (Tautz, 1989; Litt ve Luty, 1989; Moore ve ark., 1991) ve
cogaltilmig parca uzunluk polimorfizmi (AFLP) (Vos ve ark., 1995) gibi bir dizi
molekdiler markor gelistirilmistir (Wang ve ark., 2009).

DNA polimorfizmini belirlemek amaciyla kullanilan molektler markorler,
hibridizasyon (melezleme) ve PCR’a (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) dayali olmak iizere
iki gruba ayrilirlar. Melezlemeye dayali olan molekiiler markorler RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism)’dir. PCR’a dayali molekiiler markorler arasinda
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), SCAR (Sequence Characterized
Amplified Region), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism), SSR (Simple
Sequence Repeat), ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) ve SRAP (Sequence Related



Amplified Polymorphism) bulunmaktadir (Giilsen ve Uzun, 2011; Turung, 2010; Orug,
2012).

RFLP (Smurli Par¢a Uzunluk Polimorfizmi), PCR esasli olmayan Yyani
hibridizasyona dayali gelistirilmis ilk markor sistemidir. RFLP markorleri kodominant
(esbaskin) ozelliktedir (Bark ve Havey, 1995; Yorgancilar ve ark., 2015). Kodominant
Ozellikte olmasindan dolayr heterozigot bireylerin de karakterizasyonu muimkin
olmaktadir. RFLP markdrleri, PCR temelli tekniklerin kesfine kadar yaygin olarak
kullanim alan1 bulmustur (Yorgancilar ve ark., 2015). RFLP markdrleri yiksek
polimorfizme sahip, tekrarlanabilirligi yiiksek markorlerdir (Filiz ve Kog, 2011).

RFLP, populasyon ve tir ici genetik cesitlilik caligmalari ile filogenetik
caligmalarda, gen haritalamalarinda, akrabalik iligkilerinin tespitinde ve gen akisi
tespitlerinde kullanilmaktadir (Miller ve Tanksley, 1990; Desplanque ve ark., 1999;
Filiz ve Kog, 2011). RFLP markdr sisteminin en 6nemli avantaji 6zgiin dizi bilgisine
ihtiyag duyulmamasidir (Ozsensoy ve Kurar, 2012). RFLP markér sisteminin
dezavantajlar1 ise analizin yapilabilmesi ic¢in yiiksek miktarda ve kaliteli DNA’ya
ihtiya¢ duyulmasi ile birlikte teknolojik olarak maliyeti yiksek, zaman alic1 ve zahmetli
bir yéntem olmasidir (Botstein ve ark., 1980; Ozsensoy ve Kurar, 2012).

Polimeraz zincir reaksiyonunun (PCR) kesfinden sonra genetik caligmalarda
diger yontemlerden ziyade PCR temelli markorler daha fazla tercih edilmeye
baslanmistir (Ozsensoy ve Kurar, 2012).

SSR (Basit tekrarli diziler/Mikrosatelitler), PCR temelli markor sistemidir,
genomda yaygin olarak bulunmasi, yiiksek polimorfizm oranina sahip olmasi ve
kullanim kolaylig1 nedeniyle bircok molekiiler biyoloji ¢alismasinda kullanim alani
bulmaktadir (Ozsensoy ve Kurar, 2012). Bitkilerde genetik haritalama ¢alismalarinda
sagladig1 avantajlardan dolayr SSR markdr sisteminin kullanimi her gecen giin artis
gostermektedir. SSR markorlerinin polimorfizm diizeyi yiiksek oldugundan bitkiler
hakkinda fazlaca bilgi verirler. Ayrica kodominant markdr vermesi ve PCR kolayligina
sahip olmast da kullanim oranini arttirmaktadir (Roder ve ark., 1995; Yorgancilar ve
ark., 2015).

SSR markarler, az DNA gerektirmesi, kararli markor sistemi olmasi, genomda
bol ve dagmik bulunmasi, tekrarlanabilir, otomasyona uygun ve bilgilendirici bir
markdr sistemi olmasindan dolay1 popiilasyon genetigi ve gen haritalama c¢aligmalarinda
etkin sekilde kullanilmaktadir (Powell ve ark., 1996; Filiz ve Kog, 2011). SSR markor

sisteminin en Onemli dezavantaji yeni markor gelistirilmesinin giligliigiidiir. Bunun



sebebi de isgiicii gereksiniminin ve maliyetinin yiiksek olmasindan kaynaklanmaktadir
(Yorgancilar ve ark., 2015). Ayrica mikrosatellit bolgelerinin mutasyon oranlariin
yiksek olmasi primer baglanma bdlgelerinde degismeye neden olmakta ve bdylece
anlamsiz allellerin olusmasina olanak saglamaktadir. Genotipik ve allelik frekanslarin
dogru yorumlanmamasi bazi tartigmalara da yol agmaktadir (Freudenreich ve ark.,
1997, Filiz ve Kog, 2011).

RAPD (Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA) ilk defa 1990’da rastgele
sec¢ilmis primerlerin kullanildig1 ve polimeraz zincir reaksiyonu’nu temel alan bir teknik
olarak ortaya ¢ikmigtir (Williams ve ark., 1990). RAPD markor sistemi, genetik
varyasyonun arastiritlmasi, bitkilerin genetik haritalarinin ¢ikarilmast ve mark0or
yardimiyla seleksiyonda yaygin olarak kullanilmaktadir (Yorgancilar ve ark., 2015).
Teknigin en biiylik avantajlari; genom dizisi hakkinda 6n bilgiye ihtiya¢ duymamasi,
yuksek safliktaki DNA’ya daha az miktarda ihtiyag duymasi, Southern blot veya
radyoaktif kimyasallara ihtiyag duymamasidir. Ayrica hizli ve diisiik maliyetlidir.
RAPD teknigi pek ¢ok alanda oldugu gibi farkli bitki tiirlerinin genetik cesitliliginin
belirlenmesinde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Oz Aydin, 2004). Bu avantajlara
karsin en Onemli dezavantaji diger markorlere gore oOzelliklede RFLP’ye gore
giivenilirliginin diisiik olmasidir (Ozsensoy ve Kurar, 2012).

AFLP (Cogaltilmig Par¢ca Uzunluk Polimorfizmi), Vos ve ark. (1995), tarafindan
tanitilmasindan bu yana, popiilasyon genetiginden filocografya ve filogenetige kadar
uzanan c¢esitli ¢alismalarda yaygin olarak kullanilmaktadir (Althoff ve ark., 2007).
AFLP teknigi, hizla yayilan taksonlar arasindaki evrimsel iligkilerin aydinlatilmasi, bir
veya birka¢c gen dizisine dayali olarak belirsiz olan iligkilerin ¢oziimlenmesi ile
morfolojik ve davranigsal verilerle tutarli tiir filogenileri Gretmek icin her gegen giln
daha fazla kullanim alani bulmaktadir (Althoff ve ark., 2007). Yiksek oranda
tekrarlanabilir 6zelligi ve polimorfik bant sayisi, DNA kaynagindan bagimsiz olarak
genomun tamamindaki polimorfizmlerin belirlenmesinde hizli bir yontem olmasi, 6n
dizi bilgisi gerektirmemesi, tiir i¢i ve tiirler aras1 akrabaliklarin belirlenmesinde (Althoff
ve ark., 2007), Kkiltivarlar aras1 varyasyon veya akrabalik derecelerinin
degerlendirilmesinde (Mian ve ark., 2002) etkin olmasindan dolay1 bitki genetik
cesitlilik caligmalarinda tercih edilmektedir (Filiz ve Kog, 2011).

Cogaltilmis parca uzunluk polimorfizm tekniginin maliyet, isgiicii gereksinimi
ve glivenilirligi RAPD ve RFLP markor teknikleri arasinda yer almaktadir. Cok sayida

lokusu ayni anda ve etkili bir sekilde taramasi nedeniyle parmak izi analizine g¢ok



uygundur. AFLP tekniginin 6nemli dezavantajlari arasinda g¢ogunlukla dominant
markdrler vermesi ve farkli genetik haritalar arasinda transferinin gli¢ olmasi
gelmektedir (Walton, 1993; Yorgancilar ve ark., 2015).

ISSR (Basit Tekrarli Diziler Arasi Polimorfizm) tekniginde, ikili, ti¢li, dortli ve
besli tekrarlanan niikleotitlere sahip primerler kullanilmaktadir, bu primerlerle iki
mikrosatellit aras1 bolge cogaltilabilmekte ve elde edilen PCR urunleri agaroz jelde
yurdtdlerek belirlenebilmektedir (Zietkiewicz ve ark., 1994; Filiz ve Kog, 2011).

ISSR, dominant markordiir en biiyiik avantajlarindan biri dizi bilgisi
gerekmeden primer dizayni yapilabilmesidir (Joshi ve ark., 2000; Filiz ve Kog, 2011).
Yuksek polimorfizm ve Uretkenlik gostermesi ISSR analizlerini genetik benzerlik, gen
haritalama ve taksonomi ¢alismalarinda uygulanabilir hale getirmektedir (Gupta ve ark.,
1994; Zietkiewicz ve ark., 1994; Filiz ve Kog, 2011). ISSR markdrlerinin uygulanmasi
kolaydir ve primerlerin daha uzun olmasindan dolayi giivenilirlikleri fazladir (Bornet ve
Branchard, 2001; Yorgancilar ve ark., 2015). Yeterli bilgi sunan ISSR primerlerini
kullanmak diisiik maliyet, zamandan tasarruf ve genetik analizlerde kolaylik
saglamaktadir (Yorgancilar ve ark., 2015).

TRAP (Hedef Bolge Cogaltim Polimorfizmi) teknigi, PCR temelli hedefteki
aday gen bolgeleri i¢in polimorfik markor tiretmek amaciyla biyoinformatik araclarin ve
EST veri bankalar1 kullanilarak gergeklestirilen hizli ve etkili bir yontemdir (Hu ve
Vick, 2003; Filiz ve Kog; 2011). TRAP teknigi, spesifik gen dizilerine yonelik genetik
markor iretiminde, germplazm genotip karakterizasyonlarinda ve markdr yardimiyla
1slah caligmalarinda agronomik acidan 6nemli karakterlerle ilgili genetik markdrlerin
iiretiminde kullanilmaktadir (Hu ve ark., 2005; Filiz ve Kog; 2011).

SRAP (Sekans Iliskili Cogaltilmis Polimorfizm), teknigi DNA’daki agik okuma
bolgelerinin (ORF) ¢ogaltilmasi esasina dayanan basit bir tekniktir. 17 (forward/ileri)
veya 18 (reverse/geri) niikleotit uzunlugunda iki primerden olusmaktadir. Ileri
primerlerde 5’ ucundan baslayan tesadiifi secilmis 10 bazi, CCGG dizisi takip eder
ardindan 3 segici niikleotit gelmektedir. Geri primerlerde ise 5° ucundan baglayan
tesadiifi secilmis 11 baz1t AATT dizisi takip eder ardindan 3 segici niikleotit gelmektedir
(Li ve Quiros, 2001). SRAP markdr sistemi PCR amplifikasyonuna dayanan gen hedefli
bir markor sistemidir. SRAP markor sistemi genetik haritalarin olusturulmasi, gen
etiketlenmesi, genomik DNA ve cDNA parmak izinin ¢ikarilmasi, haritaya dayal
klonlama gibi ¢esitli amaglar i¢in uygulanabilen basit ve etkili bir markor sistemidir (Li

ve Quiros, 2001). SRAP markdr sistemi kolay uygulanabilen, tekrarlanabilen, maliyeti
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diisiik ve etkili bir markor sistemidir. Genetik ¢esitliligin aragtirilmasi, genetik
iligkilerin arastirilmasi ve parmak izi ¢alismalarinda uygulanabilecek etkili ve diisiik
maliyetli bir markor sistemidir (Uzun, 2009; Orug, 2012).

Her molekiiler markor tekniginin kendine 6zgii kurallar1 mevcut olup, farkli
markor metodlarindan en uygun olanin segilmesi olduk¢a Onemlidir. Molekiler
markorlerde aranan ozellikler; yiiksek polimorfizm oranina sahip olmasi, kodominant
olmasi, genom boyunca dagilim gostermesi, kolay uygulanabilir, hizli, diisiik maliyetli,
tekrarlanabilir, glvenilir, popiilasyonlar ve tiirler arasi transfer edilebilir olmasidir.
Fakat bu 6zelliklerin timune birden sahip olan markor sistemi bulunmamakta ve bu
ylizden yapilacak calismalarda markor sistemi secilirken en fazla sayida istenilen
Ozelligi barindiran teknik tercih edilmelidir (Yorgancilar ve ark., 2015).

Literatiire bakildiginda, Salvia cinsine ait genetik cesitlilik c¢alismalarinin
oldukga sinirli sayida oldugu ve bu galismalarin ¢ogunda ISSR, RAPD ve AFLP gibi
markor sistemlerinin kullanildigr gériilmektedir. SRAP markorleri farkli tlrlere adapte

olabilen bir sistem olup, Salvia tiirleri ile yapilan galismasi ise sinirli diizeydedir.

Bu calisma ile Tlrkiye de yayilis gosteren Salvia L. (adagay1) cinsi Sclarea
altcinsine ait 10 adagayi (Salvia sclarea L., Salvia chrysophylla Stapf, Salvia vermifolia
Hedge & Hub.-Mor., Salvia chionantha Boiss., Salvia cassia Samuelss. ex Rech.f.,
Salvia candidissima Vahl, Salvia microstegia Boiss. & Bal., Salvia argentea L., Salvia
atropatana Bunge, Salvia limbata C. A. Meyer) tiirii ve dis grup olarak da Melissa
officinalis L. tiiri arasindaki genetik benzerlik ve farkliliklar belirlenip tiirler arasindaki

akrabalik iligkilerinin SRAP markdr sistemi kullanilarak tespiti amaglanmistir.
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2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Salvia Tiirlerine Yonelik Yapilan Genel Calismalar

Salvia tdrleri Gzerine taksonomik, sistematik, palinolojik ve anatomik
caligmalarin yani sira biyocografik, polinasyon biyolojisi, sekonder metabolitler ve
ucucu yaglar gibi ¢cok yonll ¢alismalar yapilmistir. Salvia tiirlerine yonelik yapilan bazi
caligmalar agagida verilmistir.

Ozdemir ve Senel (1999), Salvia sclarea turiinin morfolojik, anatomik ve
karyolojik 6zellikleri ilizerine arastirma yapmuslardir. Morfolojik olarak gévdenin dort
koseli, yapraklarin basit ve ¢igek durumunun bilesik rasemoz oldugu, anotomik
incelemelerde kok, govde, yaprak ve ¢igegin i¢ morfolojisinin belirlendigi ve diploid
kromozom sayisinin 2n=22 oldugunu tespit etmiglerdir.

Nakiboglu (2002), yapmis oldugu arastirma ile Bati Anadolu’da dogal olarak
yetisen 7 Salvia L. tlrtnun (Salvia tomentosa Mill., Salvia fruticosa Mill., Salvia
smyrnaea Boiss., Salvia argentea L., Salvia horminum L., Salvia verbenaca L., Salvia
virgata Jacq.) ve bir kdltur formunun (Salvia officinalis) yapraklarindan ayristirilan
fenolik bilesiklere gore tiirlerin akrabalik iligkilerini belirlemistir. Yapilan kiimeleme
analizleri sonucunda tirlerin iki gruba ayrildigini; birinci grupta S. fruticosa, S.
tomentosa, S. smyrnaea ve S. officinalis tiirleri yer alirken, ikinci grupta ise S. argentea,
S. horminum, S. verbenaca ve S. virgata tirlerinin yer aldigini bildirmistir.

ClaRen-Bockhoff ve ark. (2003), staminal kaldiraglarin yapist ve isleyisinin
tiirlesmede anahtar yapilar olarak onemli bir rol oynadigmi varsaymislardir. lgili
karmagik evrimsel siireclerle basa ¢ikmak i¢in bir dizi farkli metodolojik yaklagima
ihtiya¢ oldugunu belirterek Salvia'daki yapisal ve islevsel ¢esitlilige, 1slah sistemlerine,
sistematigine ve evrime atifta bulunmuslardir.

Kandemir (2003), yaptig1 ¢alisma ile iran-Turan fitocografik bolgesinin endemik
bir bitkisi olan Salvia hypergeia Fich. & Mey.'in morfolojik, anatomik ve kromozom
ozelliklerini incelemistir. Morfolojik olarak tiirlerin ¢ok yillik kdk sistemine sahip
oldugu, otsu sapin dikdortgen oldugu, yapraklarin basit tipte oldugu, yapraklarin her iki
yuzeyinde glandiler ve eglandiiler killarin bulundugunu tespit etmistir. Anatomik

olarak kok, govde, yaprak ve yaprak sapinin i¢ morfolojik 6zelliklerini belirlemistir.
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Reales ve ark. (2004), Salvia seksiyonuna ait S. officinalis ve S. fruticosa turleri
arasindaki taksonomik iligkileri ortaya ¢ikarmak i¢in 24 Ornege ait 26 morfolojik
karakter kullanarak ¢ok degiskenli analiz yapmislardir.

Sezgin (2006), Sideritis persoliata L. tiirii adacay1 ile Salvia fruticosa turl
adagayimnin antioksidan ve ucucu madde bilesenleri tlizerine c¢alisma yapmustir.
Antioksidan igerikleri yoniinden incelendiginde S. persoliata turiinde luteolin (%62.41),
kuersetin dihidrat (%24.35) ve sinnamik asid (%13.24) bilesenleri, S. fruticosa turtinde
ise kuersetin dihidrat (%2.47), apigenin (%2.53), sinnamik asit (%2.80), luteolin
(%3.34) ve rozmarinik asit (%89.10) bilesenlerini tespit etmistir. Ugucu yag igerigi
acisindan ise S. persoliata turiinde 24 bilesen, S. fruticosa tlriinde ise 50 bilesen tespit
edilmis olup her iki tiiriin de antioksidan igerigi bakimindan zengin oldugu, S. fruticosa
tirlinlin ugucu yag igeriginin de S. persoliata tiriinden daha zengin oldugu
belirlenmistir.

Eroz Poyraz ve Koca (2007), Eskisehir’den toplanan Salvia aethiopis L., Salvia
virgata Jacq ve Salvia dichroantha Stapf (endemik) orneklerinin otsu govde ve
yapraklarmi anatomik olarak incelemislerdir. incelenen tiim tiirlerin otsu gévdelerinde
korteks kollenkimatik ve parenkimatiktir. VVaskiler sistemde floem ve ksilem kesintisiz
silindir seklindedir. Ortii tiiyleri basit, bir ve ¢ok hiicrelidir. Salg: tiiyleri kapitat ve
peltat tiptedir. S. aethiopis'de korteksin en i¢ tabakasinin nisasta tagimasi ve S.
virgata'nin 6z parenkimasinda bulunan druz ve prizmatik kristaller karakteristiktir.
Bunlarin disinda tiirlerin Ortli ve salgi tiiyleri ile 6z kollarinda da tiirler arasinda bazi
farkliliklar saptamuslardir. Incelenen tiirlerin tiimiinde yapraklarin dorsiventral ve
amfistomatik oldugunu tespit etmislerdir.

Kaya ve ark. (2007), Turkiyeye 06zgl bir tir olan Salvia halophila’nin
morfolojik, anatomik ve palinolojik 6zelliklerini incelemigler ve galisma sonunda etli
yapraklar, stamen tipinin B, kaliks, korolla ve yaprak seklinin Salvia tiirlerini ayirmada
faydali morfolojik karakterler oldugunu belirlemislerdir. Anatomisinde; tly
Ozelliklerinin, kristallerin, mesofil yapisinin, yaprak ve petioldeki iletim demetlerinin
taksonomik onemi oldugunu agiklamiglardir.

Aktas ve ark. (2009), Tirkiye i¢in endemik olan Salvia tchihatcheffii (Fisch. &
Mey.) Boiss.’in (Lamiaceae) morfolojik ve anatomik 6zelliklerini belirlemislerdir.

Celep ve ark. (2009), yaptiklar1 calisma ile Salvia viscosa Jacg. tlrlnln
Tiirkiye’de ilk defa Hatay-Yayladag’da bulundugunu tespit etmislerdir. Salvia virgata

tdrd ile benzer ve farkli 6zelliklerini agiklamiglardir.
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Ilgim ve ark. (2009), Kahramanmaras ¢evresinde Salvia marashica adl1 yeni bir
tir tanmimlayip, resimleyip elektron mikroskobu ile polen karakteristik ozelliklerini
belirlemislerdir. Ayrica yeni tiiriin ekolojisi ve yakin tiirle beraber dagilim haritasim
vermisglerdir.

Kahraman ve ark. (2009c), Salvia glutinosa L. ve S. staminea Montbret &
Aucher ex Bentham tirlerinin morfolojik, palinolojik ve anatomik karakterlerini
karsilastirip taksonomik énemini ortaya koymuslardir. Calismalarinda morfolojik olarak
govde, yaprak, kaliks, korolla ve nutlet 6zelliklerinin tiir ayriminda 6nemli oldugunu,
mezofil yapisi, list epidermis ve alt epidermis stomalarinin dagilimini, iletim demeti
sayisinin ve sklerenkimatik fibrillerin anatomik agidan Onemini, palinolojik olarak
polen biiyiikliigliniin ve ekzin yiizey siislerinin tiirlerin ayriminda 6nemli karakter
oldugunu belirtmislerdir.

Koyuncu ve ark. (2009), Salvia verticillata subsp. verticillata taksonu tzerine
anatomik ve palinolojik calisma gerceklestirmislerdir. Bu ¢alismada mesofil tabaka
elemanlarindan palizad ve silinger parenkimasinin benzer sekilde, yapraklarinda
amfistomatik goriinlimde oldugunu belirtmislerdir. Polen tanelerininde suboblat ve
subprolat sekilde olup ekzin ise tektatgraniillii oldugunu belirlemislerdir.

Ozkan ve ark. (2009), Tiirkiye’den alt familya Nepetoideae, Mentheae oymagina
ve Salviinae alt oymagina ait 12 Salvia taksonun nutlet morfolojilerini 151k ve elektron
mikroskoplarinda incelemisler ve sekillerinin sferikal, trigon-prolat, sferoidal ve prolat-
sferoidal oldugunu tespit etmislerdir. Nutlet ylizey suslerinin ise retikulat, foveat ve
verrukate olarak 3 tip oldugunu belirlemislerdir.

Bagherpour (2010), I¢ Anadolu’da yayilis gosteren Salvia (Labiatae) cinsinin
revizyonunu saglamistir. Ornekler kok, gdvde ve yaprak morfolojisi ile ¢igek temel
Ozellikleri kullanilarak ¢alisilmistir. Taksonomik degerlendirme icin gévde ve yaprak
anatomik kesitlerine bakilmistir. Mikromorfolojik karakterlerin ayirict 6zelliklerini
anlamak igin, Salvia taksonlarinin yaprak yiizeyleri, ¢icek organlari ve tohum yiizeyleri
calistlmustir. Orneklere iliskin anatomik kesitler, 151k mikroskobu altinda incelenmis ve
elde edilen veriler taksonlarin birbirinden ayriminda kullanilmigtir.

Bagherpour ve ark. (2010), Orta Anadolu’dan Aethiopis seksiyonunun bir tiri
olan Salvia vermifolia’nin anatomik ve mikromorfolojik 6zelliklerini 151k ve elektron
mikroskobu kullanarak ortaya ¢ikarmislardir.

Ipek ve Giirbiiz (2010), Tiirkiye florasinin Salvia tiirleri bakimindan oldukga

zengin oldugunu belirterek bu tiirin tehlike durumlari (7 grup) Uzerine galisma
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yapmiglardir. Pek ¢ok kullanim alan1i bulunan bu tiirlerden gelecekte daha ¢ok
faydalanilacagini, bu ylizden de bu tiirlerin korunmasinin énemli oldugunu, tehlike
kategorisinde bulunan tirlerin 6ncelikle dogal alanlarinda korunmasi gerektigini ve ileri
derecede risk altinda olan tiirlerin ise kiiltiire alinarak muhafaza edilmesi gerektigini
bildirmislerdir.

Kahraman ve ark. (2010a), Tirkiye’de yayilis gosteren Salvia macrochlamys
Boiss. & Kotschy tirtinin morfolojik, palinolojik, anatomik ve nutlet mikromorfolojik
ozellliklerini incelemislerdir. Kok, gévde ve yaprak anatomik Ozelliklerini incelemisler
ve taksonomik dneme sahip oldugunu tespit etmislerdir. Polen tanelerinin hekzakolpat,
izopolar ve oblat-sferoidal ve ekzin ylzey suslerinin biretikulat ve perforat oldugunu
belirlemislerdir.

Kahraman ve ark. (2010b), Salvia ballsiana tirtinin 1935 yilinda ilk kez
toplanmis oldugunu ve ¢alismalarinda Salvia ballsiana'y1 2008 yilinda tekrar toplayarak
morfolojik, anatomik, palinolojik, nutlet morfolojilerini incelemisler ve taksonomik
cikarimlar1 hakkinda bilgi vermislerdir.

Kahraman ve ark. (2010c), Salvia euphratica sensu lato (S. cerino-pruinosa, S.
euphratica, S. leiocalycina, ve S. pseudeuphratica) ve yakin tiirlerinin (S. kronenburgii
ve S. sericeo-tomentosa) taksonomik statiilerini anlamak i¢in kapsamli arazi ¢aligmalari,
herbaryum-literatiir aragtirmalar1 ve ¢ok degiskenli analizler ger¢eklestirmislerdir.

Kahraman ve ark. (2010d), Tirkiye’ye 6zgii endemik olan Salvia chrysophylla
Stapf tlrGnun anatomisi, tiy morfolojisi ve palinolojisi gibi 6zelliklerin sistematik
amagclarda yararliligini1 anlamak icin ¢alisma gergeklestirmislerdir.

Celep ve Dogan (2010), Orta Anadolu Yozgat ili cevresinden Pinus sylvestris
orman agikliklarinda yetisen, Salvia ekimiana F. Celep & Dogan isimli yeni bir tiir
tanimlamiglar ve tamimladiklar1 tir ile en yakin tirtin morfolojik belirleyici
karakterlerini karsilastirmiglardir.

Celep ve ark. (2011), Tirkiye’ye ozgii Salvia aucheri tiirtinii ¢alismalarinda
lektotipifikasyon yapmuslardir. Onceleri iki varyete olarak adlandirilan Salvia aucheri
var aucheri ve S. aucheri var. canescens taksonlarini ¢alismalarinda her iki taksonuda
alttlir olarak tanimlayip S. aucheri subsp. canescens (Boiss. & Heldr.) Celep, Kahraman
& Dogan ve subsp. aucheri taksonundan sadece morfolojik olarak degil hem cografik
hemde fenolojik olarak farkli oldugunu da belirtmislerdir.

Er (2012), baz1 adagay: tiirlerinin (Salvia halophila Hedge, Salvia tomentosa,

Salvia heldreichiana ve Salvia dichroantha Stapf) toprak iistii kisimlarinin antioksidan
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kapasitesi, toplam fenol icerigi, mineral icerigi ve antibakteriyel etkilerini arastirmistir.
En diisiik antioksidan kapasite degerinin S. dichroantha tiiriine ait oldugu ve en yuksek
antioksidan kapasite degerinin S. heldreichiana turine ait oldugunu belirlemistir. En
diisiik toplam fenolik madde igerigi S. halophila tiriinde tespit edilirken, en ylksek
toplam fenolik madde icerigi S. tomentosa tiriinde tespit edilmistir. Orneklerin
antibakteriyel Ozelligi incelendiginde ekstraktlara karsi en hassas mikroorganizma
Klebsiella pneumoniae, iken en direngli olani ise Staphylococcus aureus oldugunu
belirlemistir.

Orhan ve ark. (2013), 14 adagay1 (Salvia argentea, Salvia bracteata, Salvia
caespitosa, Salvia cryptantha, Salvia glutinosa, Salvia indica, Salvia microstegia,
Salvia multicaulis, Salvia pinnata, Salvia quezelii, Salvia syriaca, Salvia tobeyi, Salvia
verticillata subsp. amasiaca, ve Salvia viscosa) tiiriiniin toprak istii ve toprakalti
kisimlarindan diklorometan, etil asetat ve etanol ekstraktlarinin alzheimer hastaligina
bagli kolinesteraz inhibitér potansiyeli ve antioksidan aktivitelerini arastirmislardir.
Ayrica ekstraktlarin toplam fenol ve flavonoid igerigini de belirlemislerdir.

Ozler ve ark. (2013), Turkiye'den Hymenosphace ve Aethiopis seksiyonlarinda
bulunan 30 Salvia taksonunun palinolojik Ozelliklerini 11tk mikroskobu ve taramali
elektron mikroskobu ile incelemisler ve S. aethiopis (seksiyon Aethiopis) en kuguk
polene sahipken, S. blepharochlaena (seksiyon Hymenosphace) en blyiik polene sahip
oldugunu belirtmislerdir. Cogu taksondaki polen taneciklerinin temel seklinin,
suboblate, oblat-sferoidal veya prolat-sferoidal ila sferoid olarak belirlemislerdir. Ekzin
ornamentasyonu biretikulat (yaygin tip) veya retikulat-perforat oldugunu, biretikiilat ve
retikilat-perforat yiizey siislerinin, birincil liimen sayisina gore alt tiplere ayrilabildigini
belirlemislerdir. Ayrica polen verilerinin taksonomik etkilerinide incelemislerdir.

Celep ve ark. (2014a), Salvia cinsinde sineklerin gergek tozlayici olup
olmadigini test etmek i¢in arilar ve sinekler tarafindan polen transferini karsilastirmis ve
miktarin1 belirlemislerdir. Calismalarinda, sineklerin Salvia'daki polen transferine
onemli 6l¢iide katkida bulundugunu belirtmislerdir.

Celep ve ark. (2014b), 1980°den beri toplanamayan Salvia quezelii tirunt tekrar
toplayip morfolojik, anatomik, palinolojik, nutlet ve tity morfolojilerini ilk kez
calismiglar ve taksonomik iliskilerini ortaya ¢ikarmiglardir.

Celep ve ark. (2015), tarihi Hasankeyf (Batman) civarindan Salvia
hasankeyfense isimli yeni bir tiir yayinlamiglardir. Caligmalarinda yeni tiire yakin tiir

olan Salvia verbenaca’dan taban yapragi, govde yaprak sekli, gévde tiiyli ve korolla
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rengi gibi morfolojik &zelliklerinden ayirip, ayrica yeni tiire ait tehlike kategorisi,
dagilim haritasi, biyocografik ve ekolojik notlar vermislerdir.

Onal (2015), calismasinda zengin bitki tiirleriyle dikkat ¢eken bir dag olan
Babadag (Mugla-Fethiye) yoresinde dogal yayilis gosteren adacayr (Salvia)
taksonlarinin farkli toplama zamanlarinda yaprak ve ¢igek ugucu bilesenlerini
belirlemistir. S. tomentosa, S. fruticosa ve S. verbeneca, tiirleri kullanilarak
gergeklestirilen ¢alismada; S. tomentosa’da 52 bilesen belirlenmis olup temel etken
bilesenler a-Pinene (%28.35), Camphor (%12.54) ve Limonene (%9.37), S. fruticosa’da
51 bilesen belirlenmis olup temel etken bilesenler a-Pinene (%30.85), B-Pinene
(%22.77) ve 1,8-Cineole (%11.01) ve S. verbeneca’da 32 bilesen belirlenmis olup temel
etken bilesenler Benzaldehyde (%14) ve Limonene (%12.75 ) olarak tespit edilmistir.

Bayan ve Geng¢ (2016), Salvia turlerinin, yuksek antioksidan aktivitesi ve fenolik
madde iceriginden dolay1 tibbi ve aromatik bitkiler arasinda onemli bir yere sahip
oldugunu belirterek, Salvia verticillata L. subsp. amasiaca (Freyn & Bornm.) Bornm.
tiirlinlin antioksidan kapasitesi, toplam fenolik madde ve toplam flavanoid madde igerigi
Uzerine ¢alisma gergeklestirmislerdir. Yapilan fenolik madde analizi sonucunda 140.18
* 8.73 mg GAE/g, toplam flavonoid madde igeriginin 51.56 + 1.18 mg QE/g oldugunu
belirlemislerdir. Ayrica S. verticillata subsp. amasiaca’nin metanol ekstresinin oldukga
giiclii bir antioksidan 6zellige sahip oldugu ve herbal antioksidan olarak kullanilabilir
oldugunu belirtmislerdir.

Danis (2016), Pertek (Tunceli) yoresinde yetisen, iclerinde Lamiaceae
familyasina ait tiirlerin (Salvia candidissima Vahl. subsp. candidissima ve Salvia
aethiopis) de bulundugu, toplamda 4 tibbi ve aromatik bitkinin morfolojik ve kimyasal
ozelliklerini incelemis, ugucu yag oranlarini belirlemistir.

Hatipoglu ve ark. (2017), Tiirkiye'de ¢esitli Salvia turlerinde ikincil metabolitler
tizerinde karsilastirmali analiz calismalar1 yapilmis olsada, haliisinojenik kimyasallarin
tam olarak taranmadigini belirterek bu ¢alisma ile Tiirkiye'de yayilis gosteren 40 Salvia
tiirtinde, psikoaktif bilesen olan salvinorin A, salvinorin B ve genomik yapilari {izerine
arastirmada bulunmuslardir.

Karik ve Saglam (2018), yaptiklar1 calisma ile Marmara Bolgesinde yayilis
gosteren anadolu adagay1 (Salvia fruticosa) populasyonlarinin ugucu yag orani ve
bilesenleri, toplam antioksidan aktivitesi, toplam fenolik madde miktar1 ve flavonoid
madde miktarlarinin belirlenmesini saglamiglardir. Tekirdag ve Balikesir illerinden

toplanan 20 adet populasyona ait ¢igekli bitki 6rnekleri ile ydritilen ¢calismada ugucu
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yag oraninin %2-3 oldugu, ugucu yagin temel bilesenlerinin 1,8-Cineole (%20.7-46.9),
Camphor (%2.8-17.5), B-pinene (%5.3-11.3) oldugu, toplam antioksidan aktivitesinin
(umol Trolox Esd./100 g KM) 820-876.79 araliginda, toplam fenolik madde igeriginin
(mg GAE /g KM) 8.47-13.45 araliginda ve flavonoid miktarinin (mg KE /g KM) 5.52-
7.93 araliginda bulundugunu tespit etmislerdir.

Kursat ve ark. (2018), Tiirkiye’den 8 Salvia (S. euphratica var. euphratica, S.
euphratica var. leicalycina, S. hypargeia, S. candidissima subsp. candidissima, S.
frigida, S. virgata, S. suffruticosa ve S. verticillata subsp. verticillata) tiiriine ait 6rnegin
kromozom morfolojisi ve sayisini belirlemislerdir. Bu calisma ile ploidi seviyesi,
karyotip formili, kromozom uzunluk araligi, total karyotip uzunlugu ve birkag karyotip
asimetrik degerini tespit etmislerdir.

Icen (2019), birgok bilesigin enflamatuvar hastaliklarin tedavisinde kullanildig:
ancak uzun siireli kullanimlarda yan etkilerin ortaya ¢ikabilecegi ve yuksek maliyetinin
olmast gibi nedenlerden dolayi, antienflamatuvar etkili yeni alternatif kaynaklar
arastirildigini belirtmis ve Salvia palaestina Benth. bitkisinden elde edilen ekstrelerin
lipoksijenaz enzimi Uzerindeki inhibitor etkisini arastirarak, aktiviteyle yonlendirilen
fraksiyonlama yontemleri ile aktiviteden sorumlu bilesikleri tespit etmistir.

flgim ve ark. (2019), Tiirkiye'ye ozgii bir tiir olan Salvia marashica'nin
morfoloji, anatomi ve ugucu yag bilesenlerini incelemislerdir. Dikdortgen govde
anatomisi, ekzodermal yapi, unifasiyal yapraklar, belirgin biiylik bir iletim demetinin
varlig1 ve kii¢iik yanal demetlerin olmadigr anatomik karakterler tespit etmislerdir.
Ayrica Salvia marashica'nin hidrodistillenmesiyle elde edilen ugucu yaglarin kimyasal
bilesimini incelemislerdir.

Kriebel ve ark. (2019), evrimsel biyolojideki anahtar soru, neden bazi kusaklarin
cografi olarak yaygin, biyom cesitliligi veya tiir agisindan zengin olmasi nedeniyle daha
basarili oldugunu, ayrica alan, biyomlar ve tozlayicilardaki degisimlerin bitkilerdeki
cesitliligi nasil etkiledigine dair anlayis1 genisletmek ic¢in, bu degisimlerin biiyiik cins
Salvia arasindaki ¢esitlilikle iligkilerini incelemislerdir. Calisma sonuglarinda Salvia'nin
iyi ¢Oziimlenmis bir filogenetik omurgasi ve giincellenmis altcins belirlemeleri
hakkinda bilgi vermiglerdir. Bunun yaninda Salvia cinsi, farkli kitalarda, biyomlarda ve
hem ar1 hem de kus tozlayicilar1 ile kapsamli bir sekilde gesitlendigini, alan, biyom ve
cogu tozlayict arasindaki siki korelasyon eksikligi belgelenmis dort tiir ¢esitliligine

kaydigin belirtmislerdir.
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Radosavljevi¢ ve ark. (2019), morfolojik, genetik ve epigenetik diizeyde Salvia
officinalis ve Salvia fruticosa arasindaki hibridizasyonu incelemislerdir. Sonuglarin da
ebeveyn taksonlar arasinda fenotipik degiskenlik ve epigenetik uyarilma seviyelerinde
yluksek bir kontrast ortaya koydugunu agiklamislardir.

Yigit (2019), Igdir ilinden toplanmis Salvia hydrangea DC. ex Bentham, Salvia
verticillata L. subsp. amasiaca (Freyn. & Bornm.) Bornm. ve Salvia nemorosa L.
tdrlerinin toprak tistii kisimlarindan elde edilen ugucu yaglarin depolanmus tiriin zararlisi
olan Rhyzopertha dominica, Oryzaephilus surinamensis, Cryptolestes ferrugineus,
Tribolium confusum ve Callosobruchus maculatus 'un ergin dénemlerine karst fumigant
etkilerini incelemistir. Calisma sonucunda Salvia tiirlerinden elde edilen ugucu yaglarin
toksisite seviyeleri bocegin ve bitkinin tiirline, bitkinin gelisme donemine ve genetik
yapisina, yetistigi iklim ve toprak kosullarina, uygulanan konsantrasyona ve uygulama
sonrast zamana bagli olarak degistigini tespit etmistir ayn1 zamanda sonuglardaki
farkliligin doza ve maruz kalma siiresine gore de degistigini tespit etmislerdir. Salvia
tirleri igerisinde depolanmus iiriin zararlilarina karsi en yiksek etkiyi S. hydrangea’dan
elde edilen ugucu yagin gosterdigi sonucuna varilmistir.

Celep ve ark. (2020a), simdiye kadar tiir sayis1 bakimindan en kapsamli nutlet
mikromorforlojisine dayali calismay: yaparak, nutlet mikromorfolojik karakterlerin
caligilan Salvia tlrleri igin filogenetik iligkileri agiklamada zayif oldugunu
belirtmislerdir.

Celep ve ark. (2020b), morfolojik ve molokiiler verilere dayali Tiirkiye’den iki
Salvia (S. x karamanensis Celep & B.T.Drew, ve S. x doganii Celep & B.T.Drew)
hibrit tirii tanimlamiglar ve hibrit tlrlerin tehlike kategorisi, biyocografyasi ve ekolojisi
hakkinda bilgi vermislerdir.

Celep ve ark. (2020c), 12 Salvia tiiriine ait farkli korolla morfolojisi ve stamen
mekanizmasinin kismen yada ayni anda ortaya cikmasi ve coflower'in prezigotik
izolasyon mekanizmalarin1 ve tozlagsma ekolojisindeki genellemeye karsi tiirlesme
derecesini incelemislerdir. Simpatrik Salvia tlrleri igerisinde mekanik, fenolojik ve
etolojik izolasyon oldugunu gozlemlemislerdir. Simpatrik Salvia tirlerin ¢ogunun 2
veya daha cok ana polinatdr ve birkag ikincil polinatorlerle ekolojik olarak
farklilasmama egiliminde olduklarini buna ragmen birkag Salvia tiiriinde agik tiirlesme
oldugunu rapor etmislerdir.

Cakir ve Kaplan (2020), yaptiklar1 calisma ile Sakarya ili Geyve, Tarakli,

Akyaz1 ve Sapanca ilgelerinden toplanan bes Salvia L. tirtinln (S. verticillata L. subsp.
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amasiaca (Freyn & Bornm.) Bornm., S. tomentosa Mill., S. virgata Jacq., S. forskahlei
L. ve S. sclarea L.) anatomik 6zelliklerini karsilastirilmali olarak incelemislerdir. Kok,
govde, yaprak, yaprak sap1 ve kaliks gibi organ ve kisimlarindan alinan enine ve
ylzeysel kesitlerle hiicre ve tiiy yapilarini incelemislerdir. Hiicre yapilarmin tiirler
arasinda benzerlik gosterdigi, hiicre sayilarinda ve iletim demetlerinde ise bazi
farkliliklar oldugunu belirlemislerdir. Yapraklar amfistomatik, basit yapilt ortii tiiyleri
ve kapitat salgi tliyleri ¢esitlilik gostermektedir. Peltat salgi tiiyleri S. verticillata subsp.
amasiaca ile S. tomentosa turlerinde tespit edilmistir.

Kriebel ve ark. (2020), tozlayict kaymalari, kosullu evrim ve evrimsel
kisitlamalarin Salvia'daki (Lamiaceae) ¢igek esitsizligini tetikledigini morfometrik ve

filogenetik karsilastirmali yontemlerle kanitlamislardir.

2.2. Salvia Turlerine Ydnelik Molekiiler Markor Calismalari

Molekiiler markorler bitki biyoteknolojisinde kullanilan 6nemli araglardir.
Genetik varyasyonun arastirilmasi, tiirlerin taksonomik tanimlanmasi, filogenetik
akrabaliklarin  tespiti, genetik haritalama ve genom analizlerinde molekdler
markorlerden faydalanilmaktadir. Salvia tiirlerine yonelik bazi molekiiler markor
calismalar1 agagida verilmistir.

Walker ve ark. (2004), Salvia cinsi alt kategorilerinin ve Menthae oymaginin
kloroplast DNA bdlgeleri (rbcL ve trnL-F) kullanilarak yapilan filogenetik ¢alismada
Salvia cinsinin monofiletik olmadigini agiklamiglardir.

Farkas ve ark. (2008), dort Salvia officinalis (Yunanistan (Selanik), Romanya
(Bihor) ve Macaristan) populasyonunu Salvia judaica Boiss., ile karsilastirarak genetik
cesitliligini RAPD markor ile degerlendirmislerdir. Hiyerarsik kiimeleme analizi,
adagay1 popiilasyonlarmi iki gruba ayirmustir. Iki Macar S. officinalis érneginin sik1 bir
sekilde kiimelendigini tespit etmislerdir (%61 farklilik). Yunan ve Romen
populasyonlart da birlikte kiimelenmistir ve Macar 6rneklerinden %77 oraninda genetik
farklilik gostermistir. TUm populasyonlar da dahil olmak Uzere S. officinalis grubu, S.
judaica'ten en biiyiik genetik mesafe ile (%83 farklilik) ayrilmistir.

Saeidnia ve ark. (2009), 4 Salvia turu (Salvia macrosiphon Boiss., Salvia
aethiopis, Salvia brachyantha (Bordz.) Pobed. ve Salvia sclarea) ve bir Nepeta tirl
(Nepeta saccharata Bunge) arasindaki genetik iliskiyi RAPD markorii kullanarak

arastirmiglardir. 20 farkli primer kullanilarak yiriitiilen calismada Orneklerin genetik
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mesafeleri hesaplanarak dendogram olusturulmustur. Calisma sonucunda N. saccharata
tdrdndn, S. macrosiphon ve S. aethiopis ile en yakin iliskiye sahip oldugu bildirilmistir.

Wang ve ark. (2009), Cin'in farkli bolgelerinde yetistirilen bir bitki olan Salvia
miltiorrhiza Bunge’nin bitki genotiplemesini, SRAP ve TRAP markor tekniklerine
dayanarak, gelistirilen PCR tabanli yeni bir molekuler markor teknigi olan, korunmus
bolge amplifikasyon polimorfizmi (CoRAP) adi verilen molekiiler markor teknigi ile
arastirmislardir.  Yeni bir teknik olan CoRAP; SRAP ve TRAP markorlerinin
avantajlarin1 bir araya getirmistir. CORAP teknigi ile S. miltiorrhiza turinin DNA
genotiplemesi basarili olarak gergeklestirilmistir ayn1 zamanda bu yeni genotipleme
yonteminin hizli, verimli ve tekrarlanabilir oldugunu belirlemislerdir.

Song ve ark. (2010), yaptig1 calismada Cin’de kardiyovaskiiler hastaliklarin
tedavisi i¢in yaygin olarak kullanilan 6nemli geleneksel bir sifali bitki olan Salvia
miltiorrhiza’nin, bes 6nemli popiilasyonunda genetik cesitliligi ve popiilasyon yapisini
ISSR ve SRAP markorleri ile incelemislerdir. 5 ISSR primeri kullanarak tamami
polimorfik olan 120 bant, 6 SRAP primer kombinasyonu kullanarak 110’u (%90.16)
polimorfik olan 122 bant elde etmislerdir. Tiir diizeyinde yiiksek genetik ¢esitlilik tespit
etmiglerdir. Calisma, hem ISSR hem de SRAP markorlerinin S. miltiorrhiza'nin genetik
varyasyon derecesini degerlendirmek icin etkili ve glivenilir oldugunu gdstermistir.

Wang ve ark. (2011), Salvia miltiorrhiza’nin 6nemli bir geleneksel Cin sifali
bitkisi oldugunu ve kardiyovaskiiler hastaliklar, beyin damar hastaliklari, karaciger
fonksiyon bozuklugu, bobrek yetmezligi ve diyabet gibi hastaliklarin tedavisi igin, basta
Cin, Kore, Japonya olmak tizere Asya iilkelerinde kullanildigini belirterek Salvia’nin 18
taksonunda morfolojik ve molekiler dzellikleri RAPD markoér ile incelemislerdir. 70
farkli RAPD primerinden 27’si tekrarlanabilir bant tiretmistir. Bu primerler ile 207’si
(%83.47) polimorfik 248 bant olustugunu bildirmislerdir. Calisma sonucunda Salvia
cinsinde yuksek oranda genetik ¢esitlilik tespit etmislerdir.

Sepehry Javan ve ark. (2012), Iran’in Ardebil bélgesinde farkli lokasyonlardan
toplanan 8 Salvia tiirii arasindaki genetik cesitliligi degerlendirmek icin RAPD ve ISSR
markdrlerini kullanmiglardir. 15 RAPD primeri, tamami1 polimorfik olan 220 bant
olusturmustur, 15 ISSR primeri de 241'i polimorfik olan 245 bant iiretmistir. Ikili
Jaccard genetik benzerligi, RAPD markor igin 0.0725-0.3529 araliginda iken ISSR
markor icin 0.1692-0.3478 araliginda degistigi bildirilmistir. Calisma sonuglart RAPD
ve ISSR markorlerinin Salvia tiirlerindeki genetik iliskiyi degerlendirmek igin etkili

belirtecler olarak kullanilabilecegini ortaya ¢ikarmistir.
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Saebnazar ve Rahmani (2013), 11 Salvia tiiriiniin genetik ¢esitliligini SRAP
markor ile degerlendirmislerdir. 25 seg¢ici primer kombinasyonu kullanilarak 204’
polimorfik olan toplam 205 DNA band: belirlemislerdir. 11 Salvia turinin genetik
benzerliklerinin 0.0968 ile 0.6949 araliginda oldugu belirlenmistir. SRAP markor
analizine gore, S. verticillata2 ve S. nemorosa2 en az benzerlige sahip tiirler iken, S.
verticillata2 ve S. verticillata3 tiirleri en yiiksek benzerlige sahip tiirler oldugu
belirlenmistir. Genel olarak, SRAP markorleri Salvia genotipleri arasinda yiiksek
polimorfizmi tespit edebilmistir. Bu nedenle SRAP markdriiniin Salvia’nin tiir igi ve
tiirler aras1 diizeyde ayrimini gergeklestirmek igin giivenilir bir ara¢ oldugu sonucuna
varilmigtir.

Zhang ve ark. (2013), Salvia miltiorrhiza’nin Asya'da iyi bilinen bir tibbi bitki ve
fonksiyonel besin oldugunu belirterek, bu tiiriin kapsamli degerlendirmesini
kolaylastirmak icin fenotipik ¢zelliklerini ISSR markorleri ve aktif bilesenleri igeren bir
sistem olusturarak calisma yiriitmiislerdir. Bu c¢alismanin, farkli S. miltiorrhiza
germplazmlarinin  genel bir degerlendirmesini saglayan ilk c¢alisma oldugunu
belirtmislerdir.

Bahadirli (2014), yaptig1 ¢alismada Hatay ilinde dogal olarak yetisen adagayi
popiilasyonlarmin SSR markorleri ile molekiler karakterizasyonu ve sitogenetik
analizlerini saglamistir. Calismada Salvia cinsinin 19 tirt ve 2 alt tlrlne ait bitki
ornekleri kullanilmis ve SSR tanimlamalart ile genotiplere 6zgiin DNA bolgeleri (allel,
kimlik tanilar1), popiilasyon i¢i genetik benzerlikler belirlenmis ve Flow sitometri
analizleri ile tiir ve tiir alt1 genom biiyiikliiklerini belirlemistir. Genetik analizler sonucu
elde edilen dendograma gore farkli lokasyondan toplanan 6rneklerin 5 ana alt gruba
ayrildig1 belirlenmistir. En yiiksek genetik benzerlige S. tomentosa ve S. pilifera
arasinda rastlanildigr bildirilmistir. Caligma sonucunda farkli lokasyonlardan temin
edilen ayni tiir bitki 6rnekleri arasinda bile genetik farkliligin ¢ok zengin oldugunu
bildirmistir.

Liber ve ark. (2014), Dogu-Adriyatik kiy1 bdlgesinde yetisen on dogal adagay1
(Salvia officinalis) popiilasyonun genetik ¢esitliligini ve yapisint RAPD markdrleri
kullanarak analiz etmislerdir. Bulgulara gore en yiiksek genetik cesitlilige orta ve gliney
Dalmagya’da yetisen popiilasyonlarda rastlanilmistir. Genetik ve cografi uzaklik
matrisleri arasindaki yiiksek korelasyonun genetik cesitliligin genel yapilanmasinda

mesafeye gore izolasyonun énemli bir rol oynayabilecegi sonucuna varilmistir.
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Peng ve ark. (2014), tedavi edici etkileri nedeniyle binlerce yildir Asya
Ulkelerinde yaygin olarak kullanilan gelencksel sifali bitkilerden biri olan Salvia
miltiorrhiza’min, genetik ¢esitliligini ortaya ¢ikarmak amaciyla ISSR ve SRAP
molekiiler markorlerini kullanmislardir. 59 S. miltiorrhiza fenotipinde 100 ISSR ve 100
SRAP markoér kombinasyonu kullanilan calismada 13 ISSR ve 7 SRAP primer
kombinasyonu, polimorfizm ve basarili bir ayrim gostermistir. Calisma sonucunda 13
ISSR primerinden 190 bant elde edildigini ve bunun 177’sinin (%93.2) polimorfik
oldugunu, 7 SRAP primer kombinasyonunda ise 266’s1 (%93.4) polimorfik toplamda
286 bant elde edildigi belirtilmistir. Caligmada ISSR ve SRAP markdrlerinin, S.
miltiorrhiza kalitimlarinin genetik cesitliligini degerlendirmede etkili ve gilivenilir
oldugu sonucuna varilmastir.

Dizkirici ve ark. (2015), Hymenosphace seksiyonu icerisinde Salvia euphratica
tiir kompleksine yakin tiirler arasindaki filogenetik iliskiyi agiklamaya galismiglar ve bu
caligmada bir tane niiklear gen bolgesi ITS ve dort kloroplast gen bolgesi (trnT-trnL
intergenic spacer, trnL intron, trnL-trnF IGS ve trnV intron) kullanmislardir.
Calismalarinda son taksonomik incelemelerde Salvia pseudeuphratica ve S. cerino-
pruinosa tarlerinin Salvia euphratica’dan farkli oldugunu molekiiler sonuglarla
desteklemislerdir. Ayrica Hymenosphace seksiyonunun monofiletik olmadigini ortaya
cikarmiglardir.

Erbano ve ark. (2015), Brezilya Parana eyaletinde sinirli alanda yayilis gosteren
Salvia lachnostachys Benth’in genetik gesitlilik ve popiilasyon yapisini arastirmiglardir.
Genetik cesitlilik parametreleri ISSR  molekiiller markdér sistemi kullanilarak
degerlendirmis ve sonug olarak S. lachnostachys'nin yiiksek oranda genetik cesitlilige
sahip oldugunu tespit etmislerdir.

Sozen ve Yicel (2015), 4 endemik Salvia (S. cryptantha, S. cyanescens, S.
tchihatcheffii, S. wiedemannii) tiirii arasindaki genetik iliskiyi belirlemek i¢in RAPD
markor teknigini kullanmiglardir. Toplamda 15 primer denenmis ve bunlardan 7’si
polimorfik ve tekrar ¢ogaltilabilen bantlar olusturmustur. Cogaltilan 81 banttan 80’inin
(%98.7) polimorfik oldugunu tespit etmislerdir. Olusturulan dendrogramda 4 Salvia tlru
iki ana gruba ayrilmistir. RAPD analizi ile belirlenen bu genetik iliskinin temelde
morfolojik verilerle uyum gosterdigi tespit edilmistir. RAPD markor tekniginin, Salvia
cinsinin genetik akrabalik ¢alismalari i¢in kullanilabilir ve giivenilir bir markor sistemi

oldugu sonucuna varilmstir.
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Yousefiazarkhanian ve ark. (2015), yaptiklari c¢aligmada adacayr (Salvia
aethiopsis, Salvia macrosiphon ve Salvia virgata) ekotipleri arasinda genetik
varyasyonu incelemek i¢in ISSR molekiiler markér teknigini kullanmuslardir. incelenen
5 primer ile 50’si (%76.9) polimorfik olan 65 DNA bandi belirlenmistir. Ortalama PIC
degeri 0.46 ve ortalama MI degeri 3.61 olarak belirlenmistir. Molekdler varyans analizi,
tirler igindeki cesitliligin (%18), turler arasindaki varyasyondan (%82) daha diisiik
oldugunu gostermistir. Sonug olarak ISSR tekniginin tiirlerin ayristirilmasinda yiiksek
bir yetenege sahip oldugunu, ancak daha detayli arastirmalar i¢in yiiksek genetik
farklilagsmaya sahip tekniklerin gerekli oldugunu belirtmislerdir.

Safaei ve ark. (2016), Iran Alborz Dag1 bolgesinin farkli yerlerinden alt1 Salvia
tirine ait 39 bitki 6rnegini toplayarak, morfolojik ve genetik degiskenlik ile tir
iliskisinin belirlenmesi i¢in ¢alismada bulunmuslardir. ISSR molekiiler markdrleri
kullanilarak yapilan caligmada, adacayinda yiliksek derecede tiir i¢i ve tiirler arasi
genetik degiskenlik oldugunu tespit etmislerdir.

Yousefiazarkhanian ve ark. (2016), 8 Salvia tiiriiniin 21 ekotipi arasindaki
genetik iligkileri degerlendirmek i¢in ISSR ve RAPD molekiiler markor tekniklerini
kullanilmiglardir. 15 RAPD ve 8 ISSR primeri ile yiiriitiilen caligmada %91'i polimorfik
olan 280 bant elde etmislerdir. Yapilan ¢alisma sonucunda incelenen her iki markor
tekniginin de Salvia ekotiplerinin ayrimini iyi bir sekilde gergeklestirme kabiliyetine
sahip oldugunu belirlemislerdir.

Aghaei ve ark. (2017), bes Salvia turinun (Salvia virgata, Salvia nemorosa,
Salvia officinalis, Salvia cereal ve Salvia sclarea), genetik c¢esitliligini tespit etmek igin
SRAP markér sistemini kullanmiglardir. iran'in farkli bélgelerinden toplanan 54 adagayi
orneginin [S. virgata (12), S. nemorosa (14), S. officinalis (15), S. sclarea (3) ve S.
cereal (10)] toprakiistii kisimlar1 kullanilarak yiiriitiilen ¢aligmada ortalama polimorfizm
bilgi icerigi (PIC) degeri tiim primer kombinasyonlarinda 0.308 olarak belirlenmistir.
Tiirler arasindaki genetik mesafe ise 0.126 (S. virgata ve S. nemorosa arasinda) ile
0.568 (S. nemorosa ve S. sclarea arasinda) degeri arasinda degistigi sonucuna
varilmistir.

Cardakli (2017), Dogu Akdeniz bolgesinden toplanan 11 farkli adagayi tiiriiniin
SRAP markor kullanilarak genetik farkliliklarinin belirlenmesini saglamistir. Calismada
markorlerin ortalama polimorfizm orant %90.91 olarak, allel sayis1 4.2, polimorfizm
bilgi icerigi (PIC) degerleri 0.91 olarak bulunmus ve PIC degeri 0.04 ile 0.99 araliginda

PR

degistigi tespit edilmistir. Tiirler arasinda maksimum genetik farklilik (%61.46) Salvia
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aucheri ssp. aucheri ve Salvia aramiensis tiirleri arasinda, minimum genetik farklilik
(22.62) ise Salvia tomentosa ve Salvia hypergeia tiirleri arasinda oldugunu tespit
etmistir. Caligma sonucunda kullanilan SRAP markor tekniginin dogadan toplanacak
materyallerin genetik karakterizasyonunda giivenli bir sekilde kullanilabilecegi
belirlenmistir.

Drew ve ark. (2017), iki diisiik kopya niiklear gen bolgesi (PPR-AT3G09060,
GBSSI) calismiglardir. Yapilan ¢alisma hem niiklear hemde kloroplast gen bolgelerine
dayali Onceden yapilmis calismalari dogrulamakta olup Salvia cinsinin parafiletik
oldugunu gostermislerdir.

Etik ve ark. (2017), Salvia cinsinin ¢ok sayida farmasdtik ikincil metabolitlere
sahip oldugunu ve Salvia fruticosa’nin, Dogu Akdeniz'e 6zgii endemik bir bitki tiri
oldugunu belirtmiglerdir. Yaptiklar1 c¢alisma ile Mugla'da yetisen S. fruticosa
popiilasyonlari arasinda RAPD markori ile tiir i¢i genetik farkliliklarin belirlenmesini
saglamiglardir. Yapilan caligma sonucunda yuksek (%93.49) derecede polimorfizm
tespit etmislerdir.

Topdemir (2017), yaptig1 calismada Bitlis ilinde yetisen, Lamiaceae familyasina
ait 21 cins ve bu cinslere ait 54 takson arasindaki akrabalik iliskisini ortaya koymustur.
Taksonlar arasindaki genetik benzerlikleri RAPD-PCR teknigi kullanarak belirlemistir.
Farkli primerler kullanilan ¢alismada yiiksek polimorfizm gosteren RAPD primerler
degerlendirmeye alinarak adacay tiirleri arasindaki akrabalik iliskisi belirlenmistir.

Will ve ClaBen-Bockhoff (2017), 220 Salvia 6rnegini nlklear gen bolgesi (ITS)
ve kloroplast gen bolgesini (rpl32-trnL) kullanarak taksonomik sonuglart ve en iyi
desteklenen dali bulmayr amaglamislardir. Calismalarinda Salvia’nin polifiletik
oldugunu belirtmislerdir.

Hu ve ark. (2018), Dogu Asya’daki Salvia’nin stamen evrimi ve filogenisini
aciklayan calismada stamen evrimini ve tlirler arasindaki akrabalik iliskilerini ortaya
cikarmak igin iki nuklear (ITS ve ETS) ve kloroplast DNA bdlgelerini (psbA-trnH,
ycfl-rpsl5, trnL—trnF ve rbclL) inceleyerek filogenetik iliskilerini agiklamaya
caligmiglardir. Biitlin Asya tiirlerini tek bir dalda toplayip sekiz alt dala ayirmislardir.
Stamen yapisinin tek basina cins alt1 kategorilerin sinirlarinin belirlenmesinde yeterli
olmadigini belirlemislerdir.

Moein ve ark. (2019), Salvia aristata Auch. ex Benth tiiriinii, Iran'm Bati,
Kuzeybati ve Merkezi ile Tiirkiye'nin dogu kesimleri ile sinirli olan ve dagilimlar

boyunca morfolojik karakterde farkliliklar gosteren endemik bir tiir oldugunu belirterek,
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S. aristata tiirinii genetik yap1 ve nis farklilasmasi bakimindan incelemislerdir. 25 S.
aristata ornegi tizerinde 11 SRAP primer kombinasyonu uygulandiginda, iretilen
toplam bant sayis1 242, polimorfik bant sayis1 235, ortalama polimorfizm oran1 %96.87,
PIC degerleri 0.39 ile 0.49 arasinda degismekte olup, ortalama 0.42 olarak tespit
etmislerdir.

Hu ve ark. (2020), Salvia grandiflora tirinin filogenetik konumunun
belirsizligini korudugunu belirterek, bu belirsizligi ortadan kaldirmak i¢in tiirin DNA
dizilerinin yani sira morfolojik ve sitolojik kanitlar kullanmiglardir.

Sunar ve ark. (2020), Tirkiye'nin Dogu Anadolu Bolgesi'nde dogal olarak
yetisen 15 Salvia tiirii arasindaki genetik g¢esitliligi, RAPD ve ISSR markoérlerini
kullanarak aragtirmislardir. Calismada 13 ISSR ve 11 RAPD primeri kullanilmistir.
RAPD ve ISSR primerlerinden elde edilen veri sonuglarina gore, Salvia tiirleri alti
gruba ayrilmistir. Kombine analiz sonucunda tirlerin benzerliklerinin 0.54 (S. rosifolia-
S. sclarea, S. rosifolia-S. limbata ve S. staminea-S. verticillata) ve 0.93 (S. sclera-S.
divaricata) araliginda oldugunu tespit etmislerdir. Iki markér tekniginin de Salvia tirleri
arasindaki genetik ¢esitliligi ve iliskileri degerlendirmek i¢in kullanilabilecek giicll

araglar oldugu bildirilmistir.



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Bitki Materyalleri
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Calismada Tirkiye florasinda yetisen Salvia L. cinsi Sclarea altcinsine ait 10

adagayr (Salvia) tiiri ve dis grup olarak segilen M. officinalis tirii kullanilmustir.

Calismada kullanilan  bitki  materyalleri

herbaryum  6rneklerinden ve arazi

calismalarindan temin edilmistir. Calismada kullanilan tirler ve lokalite bilgileri

Cizelge 3.1°de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan tiirler ve toplandiklari lokaliteler

Tiir Ada

Toplandig1 Lokalite

Salvia sclarea L.

Nigde/Camardi, Cukurbag Koyii (1586 m, F.
Celep 1099)

Salvia chrysophylla Stapf

Antalya/Elmali, Akdaglar (2300 m, F. Celep
1327)

Salvia argentea L.

Mugla,/Koycegiz, Agla tizeri (1300 m, F. Celep
3877)

Salvia vermifolia Hedge & Hub.- Mor.

Sivas/Altinyayla-Sarkisla arasi (1360 m, F.
Celep 3882)

Salvia atropatana Bunge

Van/Hosap-Baskale arasi, Glzeldere gecidi
(2400 m, M. Armagan 2631 )

Salvia chionantha Boiss.

Antalya/Elmali, Zorlar Koyt (1448 m, F. Celep
1165)

Salvia limbata C. A. Meyer

Van/Giirpinar (1916 m, M. Unal ve F. Ozgokce
608 )

Salvia cassia Samuelss ex Rech.f.

Hatay/Kirikhan, Cevizyokusu (200-210 m, F.
Celep 1411)

Salvia candidissima Vahl

Nevsehir/Giilgehir (1009 m, F. Celep 2942)

Salvia microstegia Boiss. & Bal.

Karaman/Ermenek-Karamanbey (Yellibel)
gecidi (1900-2000 m, F. Celep 3590)

Melissa officinalis L.

Konya/Temmuz Organik Ciftligi
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3.2. Calismada Kullanilan Kimyasallar

Calismada kullanilan kimyasal malzemeler sirasiyla Cizelge 3.2, cizelge 3.3 ve

cizelge 3.4’de verilmistir.

Cizelge 3.2. DNA izolasyonu i¢in kullanilan kimyasallar

S1v1 nitrojen

CTAB buffer

PVP (Polivinil pirolidon)

B-Mercaptoetanol

Kloroform

[zoamil Alkol

[zopropanol

Sodyum asetat

Etanol

Cizelge 3.3. DNA konsantrasyonunun belirlenmesinde ve PCR driinlerinin jelde gérintiilenmesinde

kullanilan kimyasallar

1x TAE buffer

Agaroz

Etidyum bromdr

Loading dye (Boya)

Ladder

Cizelge 3.4. PCR iiriinlerini hazirlamak i¢in kullanilan kimyasallar

PCR buffer

Forward primer

Reverse primer

Taq polimeraz

dNTP

MgCl,
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3.3. Yontem

Bu calismada DNA izolasyonu CTAB metoduna (Doyle ve Doyle, 1987) gore
gerceklestirilmistir. Markor sistemi olarak, Li ve Quiros (2001) tarafindan tanimlanan
SRAP ileri (forward) ve geri (reverse) primerlerinin farkli kombinasyonlar
kullanilmistir. Calismalarda 7 ileri ve 7 geri olmak (zere toplamda 14 adet SRAP
primeri kullanilmistir (Cizelge 3.5 ve Cizelge 3.6). Oncelikle 9 tiir, 22 farkli primer
kombinasyonu ile taranmis, skorlanabilir ve polimorfik bant dreten primer
kombinasyonlar1 belirlenmistir. Daha sonra basarili sonu¢ veren kombinasyonlar tim
bitki materyallerine uygulanmistir.

Lamiaceae familyasina ait bazi Salvia tirlerinin genetik karakterizasyonunun
belirlenmesine yonelik olan bu arastirmada kullanilan yontemler, asagida sirayla; bitki
orneklerinin temin edilmesi, DNA izolasyonu, DNA konsantrasyonunun &l¢imi,
SRAP-PCR protokolii, agaroz jel elektroforezi, DNA bantlarinin skorlanmasi ve veri

analizi basliklar1 altinda ayrintili olarak verilmistir.

3.3.1. Bitki Orneklerinin Temin Edilmesi

Turkiye genelinde, ge¢mis yillarda yapilan arazi calismalart sonucunda
herbaryum materyali haline getirilen Salvia 6rnekleri arasindan galisacagimiz 10 ture ait
(S. sclarea, S. chrysophylla, S argentea, S. vermifolia, S. chionantha, S. atropatana, S.
limbata, S. cassia, S. candidissima, S. microstegia) bitki 6rneklerinin yapraklari temin
edilmistir. Ayrica herbaryum materyallerinden lokalite ve toplayici bilgileri not

edilmistir. M. officinalis bitki 6rnek yapraklari da taze olarak temin edilmistir.

3.3.2. DNA izolasyonu

Arastirma materyali olarak kullanilan, 10 farkli Salvia tirl ve M. officinalis
genotipine ait yaprak 6rnekleri CTAB izolasyon yontemine gore izole edilerek genomik
DNA’lar1 elde edilmistir. Bu yonteme gore; ilk olarak her bir bitkiden alinan 20-25 mg
kuru yaprak ornekleri, siv1 azot ile iyice dgiitiilmiistiir. Ogiitiilen yaprak &rnekleri 2
ml’lik ependorf tiipler igerisine alimmigtir. Daha sonra tiiplerin igerisine izolasyon
sollisyonu CTAB [1 M Tris-HCI (pH 8.0), 5 M NaCl, 0.5 M EDTA (pH 8.0), CTAB]
+PVP ilave edilmistir. Daha sonra p-Mercaptoetanol eklenerek tiipler yavasga
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calkalanip 65 °C sicakliktaki su banyosunda 90 dakika bekletilmis ve su banyosundan
alian &rneklerin iizerine 24:1 Kloroform: izoamil alkol eklenerek 13500 rpm devirde,
10 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda tiipte olusan {ist faz, diger fazlar ile
kanistirllmadan dikkatli bir seklide yeni tiiplere aktarilmistir. Yeni tiiplere aktarilan faz
tekrar 13500 rpm devirde 10 dakika santrifij edilmistir. Santrifiij islemi bittikten sonra
izopropanol ve 7.5 M sodyum asetat eklenerek oda sicakliginda 30 dakika
bekletilmistir. Daha sonra santrifiij (13500 rpm devirde 30 dakika) islemi
gerceklestirilmistir. Santrifiij islemi bittikten sonra sivi kisim uzaklastirilmistir.
Uzaklastirma igleminden sonra %70 etanol ve %100°lik etanol kullanilarak yikama
islemi gerceklestirilmistir. DNA’lara, 30 pl saf su eklenerek DNA izolasyonu
tamamlanmustir. Elde edilen DNA’lar -20 °C’de muhafaza edilmistir.

3.3.3. DNA Konsantrasyonunun Ol¢iimii

Izole edilen DNA’lar %0.8’lik (0.6 gram agaroz, 75 ml 1x TAE buffer) agaroz

jel kullanilarak 100 voltta 30 dakika yiiriitiilmiis ve goriintilleme saglanmistir.

3.3.4. SRAP-PCR Protokol

SRAP, iki primere (ileri ve geri) sahip PCR tabanli markor sistemidir.
Caligmada 9 farkli kombinasyonda SRAP primer kombinasyonu kullanilmistir.
Oncelikle adagaymda en iyi PCR reaksiyonu veren primer kombinasyonunun
belirlenmesi i¢in farkli primer kombinasyonlar1 (22 deneme) 9 adet tiirde test edilmistir
ve en iyi PCR fragmenti veren 9 primer kombinasyonu tiim tiirlere uygulanmistir. PCR
reaksiyonu icin 2 pl 10xPCR buffer, 1’er ul 0.01 mM F ve R primer, 4 ul 20 ng/ul
genomik DNA, 0.5 pl 10 mM dNTP karisimi, 0.2 pl 5 U tag polimeraz, 1.5 pl MgCly,
9.8 pl dH0 ile toplamda 20 ul soliisyon hazirlanmistir. PCR amplifikasyonu dort

asamada gergeklesmektedir; Birinci asama; 94 °C’de 5 dakika, 1 déngu
Ikinci asama; 94 °C 1 dakika
35 °C 1 dakika 5 dongu

72 °C 1 dakika

Ugtincti asama; 94 °C 1 dakika
50 °C 1 dakika 35 doéngu
72 °C 1 dakika
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Dordiincii asama; 72 °C 10 dakika
4 °C o0,

3.3.4.1. SRAP Primerleri

Bu calismada 22 farklt SRAP primer kombinasyonu 9 0rnek tzerinde denenmis
olup iclerinden en iyi sonug veren 9 primer kombinasyonu (Cizelge 3.7) tim 6rneklere
uygulanmustir. Kullanilan ileri ve geri primerler asagida tablolar halinde (Cizelge 3.5 ve

Cizelge 3.6) verilmistir.

Cizelge 3.5. SRAP analizinde kullanilan forward (ileri) primerler

Primer Ad1 Nukleotid Dizilimi (5°-3%)
ME1 TGAGTCCAAACCGGATA
ME2 TGAGTCCAAACCGGAGC
ME3 TGAGTCCAAACCGGAAT
ME4 TGAGTCCAAACCGGACC
MES5 TGAGTCCAAACCGGAAG
MEG6 TGAGTCCAAACCGGTAG
ME7 TGAGTCCAAACCGGTTG




Cizelge 3.6. SRAP analizinde kullanilan reverse (geri) primerler

31

Primer Adi Nukleotid Dizilimi (5°-3)
EM1 GACTGCGTACGAATTAAT
EM2 GACTGCGTACGAATTTGC
EM3 GACTGCGTACGAATTGAC
EM4 GACTGCGTACGAATTTGA
EM7 GACTGCGTACGAATTATG
EM9 GACTGCGTACGAATTACG
EM10 GACTGCGTACGAATTTAG

Cizelge 3.7. Kullanilan primer kombinasyonlar1 ve niikleotit dizilimleri

Primer Kombinasyonu

Niikleotit Dizilimi (5’-3%)

TGAGTCCAAACCGGAAG

ME5-EM2 GACTGCGTACGAATTTGC
TGAGTCCAAACCGGTAG

MEG6-EM1 GACTGCGTACGAATTAAT
TGAGTCCAAACCGGTTG

ME7-EM3 GACTGCGTACGAATTGAC
TGAGTCCAAACCGGAAT

ME3-EM4 GACTGCGTACGAATTTGA
TGAGTCCAAACCGGACC

ME4-EM3 GACTGCGTACGAATTGAC
TGAGTCCAAACCGGAGC

ME2-EM10 GACTGCGTACGAATTTAG
TGAGTCCAAACCGGATA

ME1-EM10 GACTGCGTACGAATTTAG
TGAGTCCAAACCGGAAT

ME3-EM9 GACTGCGTACGAATTACG
TGAGTCCAAACCGGAAG

ME5-EM7 GACTGCGTACGAATTATG
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3.3.5. Agaroz Jel Elektroforezi

PCR islemi biten Ornekler icin %3’liik agaroz jel hazirlanarak molekdl
boyutlarindan faydalanilarak elektrik alan igerisinde ayristirilmas:1 saglanmustir. ilk
kuyucuga ladder, sonraki kuyucuklara ise loading dye (boya) ile beraber PCR
tirtinlerinin yiiklenmesi saglanmigtir. 100 voltta 3 saat yurdtilen drnekler BioRad Gel

Doc XR goriintiileme sistemi kullanilarak goriintiilenmistir.

3.3.6. DNA Bantlarinin Skorlanmasi ve Veri Analizi

Agaroz jel elektroforez sonuglari yorumlanarak, her primer ¢ifti i¢in polimorfik
bantlar belirlendi. Belirli bir bandin varligi i¢in “1” ve o bandin yoklugu i¢in “0” olan
bir puanlama matrisi ile degerlendirilmesi saglandi. Calisma sonucunda elde edilen
bulgular ile genetik benzerlik hakkinda bilgi sahibi olunmustur. Elde edilen sonuclar
DARwin6 (Perrier and Jacquemoud-Collet, 2006) programinda Dice ve Ochiai
benzerlik katsayis1 kullanilarak bir farklilik matrisi haline getirilmistir. UPGMA ve NJ
algoritmalar1 kullanilarak dendogramlar olusturulmustur. Genetik iliskilerin diizeyi
yorumlanmistir. Polimorfizm bilgi icerik degeri (PIC) Roldan-Ruiz ve ark. (2000)
formuline goére GDdom programui kullanilarak gergeklestirilmistir. Programa gore;
GDi=2fi(1-f}); GDi burada “i” markoriin gen g¢esitliligidir, “fi” gii¢lendirilmis alelin
frekansidir (bant varlig1) ve “1-fi” bos alelin frekansidir. Bu formile gore, bir lokus igin
GD degeri 0 ila 0.5 araligindadir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1. Agaroz Jel Goruntuleri

Izole edilen DNAlara ait jel gorintiisii Sekil 4.1°de verilmistir.

Sekil 4.1. izole edilen DNA’larin %0.8’lik agaroz jel goriintiisii
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SRAP primer kombinasyonlar1 kullanilarak elde edilen PCR fiiriinlerine ait jel

goruntuleri Sekil 4.2 ve Sekil 4.3’de verilmistir.

Sekil 4.2. PCR urtnleri jel goriintlist (F7-R3 primer kombinasyonu)
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Sekil 4.3. PCR urunleri jel goruntist (F4-R3 primer kombinasyonu)

4.2. Kullanilan Markérlerin Polimorfik Bant Sayilari, Polimorfizm Orani ve

Ortalama Polimorfizm Bilgi icerikleri (PIC)

Tez calismas: kapsaminda 22 SRAP primer kombinasyonu 9 &érnek Uzerinde
denenmis olup bu kombinasyonlardan 9 tanesi istenilen amplifikasyonu gostermistir.
Istenilen amplifikasyonun elde edildigi primer kombinasyonlar1 10 adet Salvia (adagay1)
ve dis grup olarak M. officinalis genotipine uygulanmistir. Amplifikasyon gozlenmeyen
SRAP primer kombinasyonlar: degerlendirmeye alinmamstir. 7 ileri (ME1, ME2, ME3,
ME4, ME5, ME6, ME7) ve 7 geri (EM1, EM2, EM3, EM4, EM7, EM9, EM10)
primerin kullanildigr ¢alismada, PCR sonucu elde edilen amplifikasyon (rnleri
bantlarin varhg: (1) ve yoklugu (0) olarak degerlendirilmistir. 9 farkli SRAP primer
kombinasyonu ile taranan ornekler toplam 97 bant olusturmustur. Bu degerlendirme

sonucunda elde edilen toplam bant sayisi, polimorfik bant sayis1 ve polimorfizm orani
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Cizelge 4.1°de polimorfizm bilgi icerigi (PIC) degeri verileri Cizelge 4.2°de verilmistir.
En fazla allel ureten primer kombinasyonu 18 bant ile F7-R3 (ME7-EM3) olurken, en
az allel Ureten primer kombinasyonu ise 6 bant ile F3-R9 (ME3-EM9) primer
kombinasyonu olmustur. Olusan 97 banttan 93’{iniin polimorfik oldugu ve ortalama
polimorfizm oraninin %94.7 oldugu tespit edilmistir. PIC degerine bakildiginda 0.2945-
0.4338 araliginda oldugu ve ortalama PIC degerinin 0.3601 oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.1. Caligmada kullanilan primer kombinasyonlari, olusan toplam bant sayilari, polimorfik bant
sayilar1 ve polimorfizm oranlari

Primer Kombinasyonlar1 | Toplam Bant Sayis1 Polimorfik Bant Sayisi Polimorfizm (%)
ME5-EM2 14 13 92.9
ME6-EM1 9 9 100
ME7-EM3 18 18 100
ME3-EM4 9 8 88.9
ME4-EM3 14 14 100
ME2-EM10 8 7 87.5
ME1-EM10 10 10 100
ME3-EM9 6 5 83.3
ME5-EM7 9 9 100

Toplam/Ortalama 97 93 94.7
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Cizelge 4.2. Ortalama PIC, standart sapma ve standart hata degerleri

Primer Kombinasyonu Ortalama PIC degeri Standart Sapma Standart Hata
MES-EM2 0.3203 0.1407 0.0376
ME6-EM1 0.3816 0.0939 0.0313
ME7-EM3 0.3987 0.0900 0.0212
ME3-EM4 0.3465 0.1506 0.0502
ME4-EM3 0.4123 0.0927 0.0248
ME2-EM10 0.3341 0.1731 0.0612
ME1-EM10 0.4338 0.0760 0.024
ME3-EM9 0.2945 0.1931 0.0788
ME5-EM7 0.3193 0.1356 0.0452

Ortalama 0.3601 0.1273 0.0415

Wang ve ark. (2011), 18 Salvia tiiriinde 27 RAPD primeri kullanarak yaptiklari
calismada 207’si (%83.47) polimorfik olan 248 bant elde etmislerdir. Sepehry Javan ve
ark. (2012), 8 Salvia tiirinde 15 RAPD ve 15 ISSR primeri kullanarak yaptiklari
calismada RAPD markor sonuglarima gore tamami (%100) polimorfik olan 220 bant,
ISSR markor sonucglarina gore 241'i (%98.4) polimorfik olan 245 bant elde etmislerdir.
Zhang ve ark. (2013), 11 ISSR primeri kullanarak yaptiklar: ¢alismada 312’s1 (%95.1)
polimofik 328 bant elde etmislerdir. S6zen ve Yiicel (2015), 4 endemik Salvia tlirlinde 7
RAPD primeri kullanarak yaptiklari ¢aligmada 80’1 (%98.7) polimorfik olan 81 bant
elde etmislerdir. Yousefiazarkhanian ve ark. (2016), 21 Salvia 6rneginde 8 ISSR ve 15
RAPD primeri kullanarak yaptiklar1 ¢alismada, ISSR primer sonuglarina goére ortalama
%86.73 polimorfizm ve ortalama 0.431 PIC, 15 RAPD primer sonuglarina gore
ortalama %93.96 polimorfizm ve ortalama 0.415 PIC degeri tespit etmislerdir. Etik ve
ark. (2017), S. fruticosa popiilasyonlari arasindaki genetik farkliliklarin belirlenmesinde
12 RAPD primeri kullanarak toplam 169 skorlanabilir bant olustugunu ve %93.49

polimorfizme sahip oldugunu tespit etmislerdir. ISSR ve RAPD markoér sistemleri de
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yiiksek polimorfizme sahip markorlerdir, fakat bu tez ¢alismasinda yukarida kaynak
gosterilen calismalardan farkli markor sisteminin  kullanilmast ve farkli tiirler
kullanilmas1 kaynakli polimorfizm bilgi icerigi ve ortalama polimorfizm degerlerinde
bazi farkliliklar goriilmiistiir.

Song ve ark. (2010), Salvia miltiorrhiza tirinde 6 SRAP primer kombinasyonu
kullanarak 110’u (%90.16) polimorfik olan 122 bant elde etmislerdir. Saebnazar ve
Rahmani (2013), 11 Salvia tiirii tizerinde 25 farkli SRAP primer kombinasyonu ile
204’1 (%99.51) polimorfik olan toplam 205 DNA bandi elde etmislerdir. Peng ve ark.
(2014), yaptiklar1 calisma ile 59 Salvia miltiorrhiza 6rneginde 7 SRAP primer
kombinasyonu kullanarak 266's1 (%93.4) polimorfik 286 bant elde etmislerdir. Aghaei
ve ark. (2017), 5 Salvia tirii (54 genotip) iizerinde 14 farkli SRAP primer
kombinasyonu kullanarak yaptiklari ¢alismada 255’1 (%96) polimorfik olan 265 bant
elde etmislerdir, ortalama PIC degerini 0.308 olarak tespit etmislerdir. Moein ve ark.
(2019), 25 S. aristata ornegi iizerinde 11 SRAP primer kombinasyonu ile 235’1
(%96.87) polimorfik 242 bant elde etmislerdir, ortalama PIC degerini 0.42 olarak tespit
etmislerdir. Bu tez galismasi sonucunda ortalama polimorfizm oraninin yiiksek (%94.7)
cikmasinin sebebi, daha once yapilan ¢aligmalarda da belirtildigi gibi SRAP markor
sisteminin yiksek oranda polimorfizm gdstermesinden kaynaklanmaktadir. Daha 6nce
SRAP markor sistemi ile gergeklestirilen ¢alismalar ile benzer sonuglarin alinmasi
calismanin basarili oldugunun gostergesidir. Ortalama polimorfizm bilgi icerik (PIC)
degerinin 0.3601 olarak bulunmasi daha onceki calismalar ile karsilastirildiginda
benzerlik gostermistir, olusan farkliliklarin ise kullanilan tiirlere ve primer

kombinasyonlarina bagli olabilecegi sonucuna varilmistir.
4.3. Turler Arasindaki Genetik Farkhhiklarin Degerlendirilmesi
Bantlarin skorlanmasi sonucunda elde edilen veriler Darwin programi Dice ve

Ochiai benzerlik katsayisi ile UPGMA ve NJ algoritmalar1 kullanilarak filogenetik agag
olusturulmustur (Sekil 4.4 ve Sekil 4.5).
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4.3.1. UPGMA ile Filogenetik Agac Olusturulmasi

Dice benzerlik katsayist kullanilarak olusturulan dendogram Sekil 4.4’de
verilmistir. Uzaklik matriksi ile aga¢ matriksi arasinda yiiksek korelasyon (r=0.9265)
tespit edilmistir. UPGMA ile %50 genetik farkliliga gore olusturulan agag¢ 2 ana gruba
ayrilmigtir. Melissa officinalis tiirti dig grubu olusturmaktadir. 1. grup A ve B olmak
Uzere 2 dala ayrilmistir. Morfolojik olarak Salvia cassia tiru Salvia vermifolia ve Salvia
candidissima turleri ile daha yakin iken bizim bulgularimiza gére A dalinda yer alan
Salvia cassia ve Salvia chionantha tirlerinin birbirine yakin oldugu gézlenmistir. B dali
da B1 ve B2 olmak uzere iki alt dal seklinde ayrilmistir. B2 dalinda sadece Salvia
sclarea tirl yer almaktadir. B1 dali ise Bla ve B1b alt dallar1 olarak 2 gruba ayrilmustir.
Morfolojik olarak Salvia microstegia tlrl Salvia argentea ve Salvia chionantha
tiirlerine yakinlik gosterirken bizim g¢alismizda Bla dali igerisinde Salvia limbata,
Salvia microstegia ve Salvia candidissima tiirleriyle yakin oldugu belirlenmistir. Bla
dali icerisinde Salvia limbata ve Salvia microstegia kardes grup olup Salvia
candissima’dan ayr1 olarak kiimelenmistir. Morfolojik olarak Salvia argentea tir
Salvia chionantha ve Salvia microstegia yakin iken Salvia vermifolia tirl ise Salvia
candidissima ve Salvia cassia tirlerine yakindir. Ancak bizim ¢alismamizda B1b alt
dali icerisinde yer alan Salvia argentea ve Salvia vermifolia kardes grup olarak Salvia
chrysophylla tiirtinden ayr1 olarak kiimelenmislerdir. 2. grup olan Salvia atropatana
tiri ise farkli bir dal {izerinde Salvia tiirlerinin yogun oldugu daldan ayri olarak

kiimelenmistir.
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Sekil 4.4. Dice benzerlik katsayis1 ile UPGMA kullanilarak olusturulmus dendogram

Ochiai benzerlik katsayisi kullanilarak olusturulan dendogram Sekil 4.5°de
verilmistir. Uzaklik matriksi ile aga¢ matriksi arasinda yiiksek korelasyon (r=0.8917)
tespit edilmistir. UPGMA ile %50 genetik farklilifa gore olusturulan aga¢ 2 ana gruba
ayrilmistir. Melissa officinalis tiirii dis grubu olusturmaktadir. 1. grup A ve 2. grup B
olmak Uzere 2 dala ayrilmigtir. Morfolojik olarak Salvia cassia tiiri Salvia vermifolia ve
Salvia candidissima tiirleri ile daha yakin iken bizim bulgularimiza gére B dalinda yer
alan Salvia cassia ve Salvia chionantha tirleri kardes grup olarak Salvia atropatana
tirtinden ayr1 kiimelenmiglerdir. A dali A1 ve A2 olmak Uzere iki alt dal seklinde
ayrilmistir. A2 dalinda sadece Salvia sclarea tiirii yer almaktadir. A1 dali ise Ala ve
Alb alt dallart olarak 2 gruba ayrilmistir. Morfolojik olarak Salvia microstegia turt
Salvia argentea ve Salvia chionantha tiirlerine yakinlik gdsterirken bizim bulgularimiza
gore Ala dali icerisinde Salvia limbata ve Salvia microstegia kardes grup olup Salvia
candissima’dan ayr1 olarak kiimelenmistir. Morfolojik olarak Salvia argentea turt
Salvia chionantha ve Salvia microstegia tlrlerine yakinlik gosterirken bizim
calismamizda Alb alt dali icerisinde yer alan Salvia argentea ve Salvia vermifolia

kardes grup olarak Salvia chrysophylla tiiriinden ayri olarak kiimelenmislerdir.
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Sekil 4.5. Ochiai benzerlik katsayisi ile UPGMA kullanilarak olusturulmus dendogram

Ochiai benzerlik katsayis1 kullanilarak olusturulan dendogramin, dice benzerlik
katsayis1 kullanilarak olusturulan dendogramdan daha saglikli sonuglar verdigi
belirlenmistir.

Olusturulan sttun grafigi verileri Sekil 4.6 ve 4.7°da verilmistir. Dice katsayisi
ile genetik farklilik degerlerinin %28.57-92.85 araliginda oldugu, ortalama genetik
farklilik degerinin ise %54.34 oldugu belirlenmistir. Minimum farkliliga %28.57 oranm
ile S. argentea ve S. vermifolia tiirleri arasinda rastlanirken, maksimum farkliliga ise
%92.85 orani ile M. officinalis ve S. atropatana tiirleri arasinda rastlanilmigtir. Tiirler
arasindaki benzerlikler hakkinda detayli veriler Cizelge 4.3°de verilmistir. Ochiai
katsayis1 ile genetik farklilik degerlerinin %28.51-91.29 araliginda oldugu, ortalama
genetik farklilik degerinin ise %52.54 oldugu belirlenmistir. Minimum farkliliga
%28.51 orani ile S. argentea ve S. vermifolia tiirleri arasinda rastlanirken, maksimum
farkliliga ise %91.29 orami ile M. officinalis ve S. atropatana tirleri arasinda
rastlanilmistir. Tirler arasindaki benzerlikler hakkinda detayli veriler Cizelge 4.4°de
verilmistir. Calisma verilerimiz daha onceki ¢alismalarla benzerlik géstermesine karsin,

dis grup olarak Melissa officinalis tiiriiniin kullanilmas1 ve Salvia atropatana turinin
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DNA Kkalitesinin diisiik olmas1 kaynakli genetik farklilik degerleri diger caligmalara
gore daha yiiksek ¢ikmaistir.

Wang ve ark. (2011), Salvia turlne ait 18 taksonda RAPD markér kullanarak
genetik mesafe 0.384-0.807 olarak tespit etmislerdir. Sepehry Javan ve ark. (2012),
Jaccard genetik benzerligi, RAPD icin 0.0725-0.3529 ve ISSR igin 0.1692-0.3478
araliginda degistigini bildirmislerdir. Bahadirli (2014), 19 Salvia tirt ve 2 alt tir ile
yaptig1 ¢alismada SSR marko6r kullanarak en yilksek benzerlik degerini 0.67 olarak
tespit etmistir. Etik ve ark. (2017), S. fruticosa oérneklerinde RAPD markdr sistemi
kullanarak genetik farkliligi 0.2395-0.6640 araliginda oldugunu tespit etmislerdir. Sunar
ve ark. (2020), RAPD ve ISSR kombine analizi sonucunda 15 Salvia tirdnin
benzerliklerinin 0.54-0.93 araliginda oldugunu bildirmislerdir. Saebnazar ve Rahmani
(2013), 11 Salvia turinde SRAP markor sistemi kullanarak Jaccard benzerlik
katsayisina gore genetik benzerlikleri 0.0968-0.6949 araliginda oldugunu tespit
etmislerdir. Aghaei ve ark. (2017), SRAP markdr sistemi kullanarak 5 Salvia turinde
(54 genotip) en blyik genetik mesafeyi 0.565, en kicuk genetik mesafeyi 0.126 olarak
tespit etmislerdir. Kaynak gosterilen ¢alismalarda buglne kadar minimum genetik
benzerlik oran1 %7 oraniyla RAPD markor ¢alismasinda (Sepehry Javan ve ark., 2012)
belirlenmis olup, maksimum genetik benzerlik ise %93 orani ile RAPD ve ISSR
kombine analizinde (Sunar ve ark., 2020), tespit edilmistir. Markor sistemi ve tir
kaynakli olarak benzerlik oranlarinda farkliliklar goriilmiigtir. Ayni zamanda
calismamizda dis grup kullanilmis olmasi da benzerlik oraninin diger galismalardan
daha diisiik ¢ikmasinin sebebidir.

Will ve ClaBRen-Bockhoff (2014), yaptiklar1 g¢aligma ile ITS markorleri
kullanarak olusturduklar1 filogenetik agacta S. sclarea, S. argentea, S. candidissima
tiirleri ayn1 dal igerisinde politomik bir grup olusturmustur. Ancak S. sclarea’nin iki
orneginin kendi arasinda monofiletik oldugu goriilmektedir. Ayni ¢alismada kullanilan
plastid markorlerine (rpl32-trnL) dayali filogenetik agagta S. sclarea, S. argentea, S.
candidissima tiirleri ayn1 dal igerisinde politomik bir grup icinde yer alip S. sclarea
tiiriiniin monofiletik olmadig1 goriilmektedir. Bu calismada kullanilan hem ITS hemde
rpl32-trnL markorlerine dayali yapilan ¢alismada kullanilan S. sclarea, S. argentea ve
S. candidissima tiirlerinin ayn1 dal igerisinde yer almasi bizim ¢alismamizla uygunluk
gostermektedir.

Dizkirici ve ark. (2015), nuklear ve kloroplast markarlerinin birlestirilmesiyle

elde edilen filogenetik agacta S. sclarea, S. argentea, S. candidissima ve S. microstegia
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tarlerinin monofiletik bir grup icerisinde yer aldigimi1 bildirmistir. S. microstegia; S.
candidissima, S. sclarea ve S. argentea tiirleri ile kardes grup olusturmaktadir. Bu
calismada hem niklear hemde kloroplast markérlere dayali filogenetik aga¢ bizim
calismamuzi destekler niteliktedir.

Drew ve ark. (2017), yaptiklar1 ¢aligma ile kloroplast DNA verilerine gore elde
edilmis agacin belirli bir bolgesinde monofiletik olarak ayrilan iki dal iizerinde birinci
alt grup Salvia argentea, Salvia microstegia, Salvia veneris ve Salvia palestina
tirlerinin olusturdugu grup olup Salvia argentea, Salvia microstegia kardes grup
olusturmaktadir. Bu grubun Salvia veneris ve Salvia palestina tirleriyle birlikte Salvia
candidissima tiiriine kardes grup oldugu goriilmektedir. ikinci alt grup ise S. sclarea’nin
yer aldig1 gruptur. Calismamizda tiirlerin filogenetik degerlendirilmesinde kullanilan
SRAP markorinin, Drew ve ark. (2017)’ye gore yaptigi ¢alismada kullandiklari
niklear ve kloroplast DNA bolgelerinden elde ettikleri filogenetik agagta tiirler
arasindaki akrabalik iliskileri ile tutarlilik gostermektedir.

Will ve ClaRen-Bockhoff (2017), tararafindan yapilan galismada kullanilan
rpl32-trnL kloroplast gen bélgelerinde Salvia sclarea ve Salvia microstegia tdrlerinin
monofiletik olmadigini ortaya ¢gikarmiglardir. Ancak ITS filogenetik agacinda S. sclarea
monofiletik olup, ITS ve rpl32-trnL arasindaki uyumsuzlugu gostermislerdir. Bizim
calismamizda kullanilan biitiin Salvia tiirlerinin bu ¢alismada yer almasi ve politomi
olusturmasi nedeniyle aga¢ lizerinde herhangi aciklayici bir bilgi verememislerdir. Bu
sonuglar gostermistirki kullanilan gen bolgeleri tiirler arasi iligkileri agiklamada yeterli

olmamusgtir.
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Sekil 4.6. Dice benzerlik katsayis1 ile uzaklik yakinlk iligkisi sutun grafigi
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Sekil 4.7. Ochiai benzerlik katsayis1 ile uzaklik yakinlik iligkisi siitun grafigi



Cizelge 4.3. Dice benzerlik katsayist ile tiirler arasindaki genetik farklilik matriksi
i 1d(i) ] 1d(j) -d(i.j)
6 4 | Salvia vermifolia 3 | Salvia argentea 0.285714
5 4 | Salvia vermifolia 2 | Salvia chrysophylla 0.325301
43 10 | Salvia limbata 7 | Salvia microstegia 0.350000
15 6 | Salvia cassia 5 | Salvia chionantha 0.358491
18 7 | Salvia microstegia 3 | Salvia argentea 0.368421
28 8 | Salvia candidissima 7 | Salvia microstegia 0.375000
1 2 | Salvia chrysophylla 1 | Salviasclarea 0.375000
3 3 | Salvia argentea 2 | Salvia chrysophylla 0.382716
16 7 | Salvia microstegia 1 | Salvia sclarea 0.397260
25 8 | Salvia candidissima 4 | Salvia vermifolia 0.397590
24 8 | Salvia candidissima 3 | Salvia argentea 0.397590
19 7 | Salvia microstegia 4 | Salvia vermifolia 0.400000
38 10 | Salvia limbata 2 | Salvia chrysophylla 0.432836
44 10 | Salvia limbata 8 | Salvia candidissima 0.436620
34 9 | Salvia atropatana 6 | Salvia cassia 0.440000
23 8 | Salvia candidissima 2 | Salvia chrysophylla 0.441176
17 7 | Salvia microstegia 2 | Salvia chrysophylla 0.447368
39 10 | Salvia limbata 3 | Salvia argentea 0.481481
27 8 | Salvia candidissima 6 | Salvia cassia 0.482759
37 10 | Salvia limbata 1 | Salviasclarea 0.484850
4 4 | Salvia vermifolia 1 | Salviasclarea 0.492958
7 5 | Salvia chionantha 1 | Salvia sclarea 0.500000
9 5 | Salvia chionantha 3 | Salvia argentea 0.506494
20 7 | Salvia microstegia 5 | Salvia chionantha 0.506849
41 10 | Salvia limbata 5 | Salvia chionantha 0.507692
55 11 | Melissa officinalis 10 | Salvia limbata 0.510204
8 5 | Salvia chionantha 2 | Salvia chrysophylla 0.516129
10 5 | Salvia chionantha 4 | Salvia vermifolia 0.526316
12 6 | Salvia cassia 2 | Salvia chrysophylla 0.54000
26 8 | Salvia candidissima 5 | Salvia chionantha 0.538462
40 10 | Salvia limbata 4 | Salvia vermifolia 0.544304
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Cizelge 4.3. Dice benzerlik katsayist ile tiirler arasindaki genetik farklilik matriksi (Devam)
i 1d(i) 1d(j) - d(i,j)
14 6 | Salvia cassia Salvia vermifolia 0.555556
21 7 | Salvia microstegia Salvia cassia 0.558824
2 3 | Salvia argentea Salvia sclarea 0.573300
22 8 | Salvia candidissima Salvia sclarea 0.575758
13 6 | Salvia cassia Salvia argentea 0.583300
42 10 | Salvia limbata Salvia cassia 0.586207
11 6 | Salvia cassia Salvia sclarea 0.586207
52 11 | Melissa officinalis Salvia microstegia 0.629630
45 10 | Salvia limbata Salvia atropatana 0.631579
35 9 | Salvia atropatana Salvia microstegia 0.636364
48 11 | Melissa officinalis Salvia argentea 0.645161
50 11 | Melissa officinalis Salvia chionantha 0.652174
53 11 | Melissa officinalis Salvia candidissima 0.666670
49 11 | Melissa officinalis Salvia vermifolia 0.666670
46 11 | Melissa officinalis Salvia sclarea 0.681818
33 9 | Salvia atropatana Salvia chionantha 0.687500
47 11 | Melissa officinalis Salvia chrysophylla 0.688889
29 9 | Salvia atropatana Salvia sclarea 0.696970
36 9 | Salvia atropatana Salvia candidissima 0.714286
51 11 | Melissa officinalis Salvia cassia 0.783784
30 9 | Salvia atropatana Salvia chrysophylla 0.783784
32 9 | Salvia atropatana Salvia vermifolia 0.791667
31 9 | Salvia atropatana Salvia argentea 0.843137
54 11 | Melissa officinalis Salvia atropatana 0.928571




Cizelge 4.4. Ochiai benzerlik katsayisi ile tiirler arasindaki genetik farklilik matriksi

i d(i) ] 1d(j) - d(i.j)
6 4 Salvia vermifolia 3 | Salvia argentea 0.285119
5 4 Salvia vermifolia 2 | Salvia chrysophylla 0.321299
43 10 | Salvia limbata 7 | Salvia microstegia 0.344862
15 6 Salvia cassia 5 | Salvia chionantha 0.349036
18 7 Salvia microstegia 3 | Salvia argentea 0.368106
28 8 Salvia candidissima 7 | Salvia microstegia 0.370059
1 2 Salvia chrysophylla 1 | Salviasclarea 0.372235
3 3 Salvia argentea 2 | Salvia chrysophylla 0.381537
25 8 Salvia candidissima 4 | Salvia vermifolia 0.384543
24 8 Salvia candidissima 3 | Salvia argentea 0.390062
19 7 Salvia microstegia 4 | Salvia vermifolia 0.396262
16 7 Salvia microstegia 1 | Salviasclarea 0.397204
34 9 Salvia atropatana 6 | Salvia cassia 0.399755
38 10 Salvia limbata 2 | Salvia chrysophylla 0.432266
44 10 | Salvia limbata 8 | Salvia candidissima 0.436564
23 8 Salvia candidissima 2 | Salvia chrysophylla 0.438988
17 7 Salvia microstegia 2 | Salvia chrysophylla 0.447177
27 8 Salvia candidissima 6 | Salvia cassia 0.471319
39 10 | Salvia limbata 3 | Salvia argentea 0.476633
37 10 | Salvia limbata 1 | Salvia sclarea 0.483900
9 5 Salvia chionantha 3 | Salvia argentea 0.490747
4 4 Salvia vermifolia 1 | Salviasclarea 0.491696
7 5 Salvia chionantha 1 | Salviasclarea 0.492907
20 7 Salvia microstegia 5 | Salvia chionantha 0.496097
8 5 Salvia chionantha 2 | Salvia chrysophylla 0.503300
10 5 Salvia chionantha 4 | Salvia vermifolia 0.505128
41 10 | Salvia limbata 5 | Salvia chionantha 0.506229
55 11 Melissa officinalis 10 | Salvia limbata 0.507634
12 6 Salvia cassia 2 | Salvia chrysophylla 0.510800
14 6 Salvia cassia 4 | Salvia vermifolia 0.511094
40 10 Salvia limbata 4 | Salvia vermifolia 0.530524
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Cizelge 4.4. Ochiai benzerlik katsayist ile tiirler arasindaki genetik farklilik matriksi (Devam)

i 1d(i) 1d(j) - d(i,j)
21 7 Salvia microstegia Salvia cassia 0.533748
26 8 Salvia candidissima Salvia chionantha 0.537090
13 6 Salvia cassia Salvia argentea 0.547733
35 9 Salvia atropatana Salvia microstegia 0.549251
45 10 | Salvia limbata Salvia atropatana 0.566711
11 6 Salvia cassia Salvia sclarea 0.569502
22 8 Salvia candidissima Salvia sclarea 0.572606
2 3 Salvia argentea Salvia sclarea 0.572992
42 10 | Salvia limbata Salvia cassia 0.577056
33 9 Salvia atropatana Salvia chionantha 0.622036
52 11 Melissa officinalis Salvia microstegia 0.625497
29 9 Salvia atropatana Salvia sclarea 0.629375
48 11 Melissa officinalis Salvia argentea 0.635754
49 11 Melissa officinalis Salvia vermifolia 0.650572
50 11 Melissa officinalis Salvia chionantha 0.652174
32 9 Salvia atropatana Salvia vermifolia 0.659003
53 11 | Melissa officinalis Salvia candidissima 0.666377
36 9 Salvia atropatana Salvia candidissima 0.673140
47 11 Melissa officinalis Salvia chrysophylla 0.675033
46 11 Melissa officinalis Salvia sclarea 0.680495
30 9 Salvia atropatana Salvia chrysophylla 0.737387
51 11 | Melissa officinalis Salvia cassia 0.773545
31 9 Salvia atropatana Salvia argentea 0.784334
54 11 | Melissa officinalis Salvia atropatana 0.912961
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Salvia argentea, Salvia chionantha ve Salvia microstegia tiirleri yakin tiirler
olup, tirler arast benzerlik orani yiiksek beklenmektedir. Calismamizda da dice
benzerlik katsayisina gore S. argentea ve S. microstegia tlrleri arasinda %63.16, S.
argentea ve S. chionantha tiirleri arasinda %49.36, S. chionantha ve S. microstegia
tirleri arasinda %49.32 oraninda genetik benzerlik tespit edilmistir. Ochiai benzerlik
oranina gore ise S. argentea ve S. microstegia tiirleri arasinda %63.19, S. argentea ve S.
chionantha tiirleri arasinda %50.93, S. chionantha ve S. microstegia tiirleri arasinda ise
%50.4 oraninda genetik benzerlik tespit edilmistir.

S. argentea, S. chionantha ve S. microstegia tiirleri yakin tiirler olduklarindan
benzerlik oranlarinin yiiksek ¢ikmasi beklenilen bir sonugtur.

Salvia vermifolia, Salvia candidissima ve Salvia cassia tiirleri yakin tiirler olup,
tirler aras1 benzerlik orani yiliksek beklenmektedir. Calismamizda da dice benzerlik
katsayisina gore S. vermifolia ve S. candidissima tiirleri arasinda %60.25, S.
candidissima ve S. cassia tiirleri arasinda %51.73, S. vermifolia ve S. cassia turleri
arasinda %44.45 oraninda genetik benzerlik tespit edilmistir. Ochiai benzerlik
katsayisina gore S. vermifolia ve S. candidissima tiirleri arasinda %61.55, S.
candidissima ve S. cassia tiirleri arasinda %52.87, S. vermifolia ve S. cassia turleri
arasinda %48.9 oraninda genetik benzerlik tespit edilmistir.

S. vermifolia, S. candidissima ve S. cassia tiirleri yakin tiirler olduklarindan

benzerlik oranlarinin yiiksek ¢ikmasi beklenilen bir sonugtur.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1. Sonuclar

Bu c¢alismada Tiirkiye’de yayilis gosteren Lamiaceac (Ballibabagiller)
familyasina ait Salvia L. (adagay1) cinsi Sclarea alt cinsine ait bazi adagay tlrlerinin
SRAP markor teknigi kullanilarak tiirler arasindaki genetik benzerlik ve farkliliklari
incelenmistir. Yapilan literatiir calismalarina gore daha 6nce Salvia L. cinsi Sclarea alt
cinsine ait bazi adacay tiirlerinin SRAP markdr teknigi ile incelenmedigi goriilmiistiir.
Bu calisma ile genel olarak SRAP tekniginin genetik ¢aligmalarda giivenilir sonuglar
verdigi anlasilmistir.

Calismada 9 farkli SRAP primer kombinasyonu kullanilarak tiirlerin filogenetik
olarak ayrimi saglanmigtir. Daha Once yapilan g¢alismalar ile benzerlik gostermesi
basaril1 bir sonug alindiginin kanitidir.

Tez calismas: kapsaminda kullanilan primerlerin ortalama polimorfizm degeri
%94.7 olarak tespit edilmistir. 9 farkli SRAP primer kombinasyonu ile taranan 6rnekler
toplam 97 bant olusturmustur. En fazla allel {ireten primer kombinasyonu 18 bant ile
F7-R3 (ME7-EM3) olurken, en az allel treten primer kombinasyonu ise 6 bant ile F3-
R9 (ME3-EMY) primer kombinasyonu olmustur. PIC degerine bakildiginda 0.2945-
0.4338 araliginda oldugu ve ortalama PIC degerinin 0.3601 oldugu belirlenmistir.

Tiim tiirler arasinda ortalama genetik farklilik degeri dice benzerlik katsayisina
gore %54.34 olarak belirlenmistir. Minimum farkliliga %28.57 orani ile Salvia argentea
ve Salvia vermifolia tiirleri arasinda rastlanirken, maksimum farkliliga ise %92.85 orani
ile Melissa officinalis ve Salvia atropatana tiirleri arasinda rastlanilmistir. Ochiali
katsayisi ile ortalama genetik farklilik degeri %52.54 olarak belirlenmistir. Minimum
farkliliga %?28.51 orami ile Salvia argentea ve Salvia vermifolia tiirleri arasinda
rastlanirken, maksimum farkliliga ise %91.29 oranmi ile Melissa officinalis ve Salvia
atropatana tiirleri arasinda rastlanilmstir.

Dice benzerlik katsayis1 kullanilarak UPGMA ile %50 genetik farkliliga gore
olusturulan aga¢ 2 ana gruba ayrilmistir. Melissa officinalis tirii dis grubu
olusturmaktadir. 1. grup ise A ve B olmak (izere 2 dala ayrilmistir. Morfolojik olarak
Salvia cassia tlrl Salvia vermifolia ve Salvia candidissima tiirleri ile daha yakin iken
bizim bulgularimiza gére A dalinda yer alan Salvia cassia ve Salvia chionantha

tiirlerinin birbirine yakin oldugu goézlenmistir. B dali B1 ve B2 olmak Uzere iki alt dal
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seklinde ayrilmistir. B2 dalinda sadece Salvia sclarea tiirii yer almaktadir. B1 dali ise
Bla ve B1lb alt dali olarak 2 gruba ayrilmistir. Morfolojik olarak Salvia microstegia turi
Salvia argentea ve Salvia chionantha tiirlerine yakinlik gésterirken bizim ¢alismamizda
Bla dali icerisinde Salvia limbata, Salvia microstegia ve Salvia candidissima tlrleriyle
yakin oldugu belirlenmistir. Bla dali icerisinde Salvia limbata ve Salvia microstegia
kardes grup olup Salvia candissima’dan ayri olarak kiimelenmistir. Morfolojik olarak
Salvia argentea turi Salvia chionantha ve Salvia microstegia yakin iken Salvia
vermifolia tlrQ ise Salvia candidissima ve Salvia cassia turlerine yakindir. Ancak bizim
calismamizda B1b alt dali icerisinde yer alan Salvia argentea ve Salvia vermifolia
kardes grup olarak Salvia chrysophylla tiiriinden ayr1 olarak kiimelenmislerdir. 2. grup
olan Salvia atropatana tiirii ise farkli bir dal {izerinde Salvia tiirlerinin yogun oldugu
daldan ayri olarak kiimelenmistir. Ochiai benzerlik katsayisi kullanilarak UPGMA ile
%350 genetik farkliliga gore olusturulan agag¢ 2 ana gruba ayrilmistir. Melissa officinalis
tirti dis grubu olusturmaktadir. 1. grup A ve 2. grup B olmak lzere 2 dala ayrilmistir.
Morfolojik olarak Salvia cassia turii Salvia vermifolia ve Salvia candidissima tirleri ile
daha yakin iken bizim bulgularimiza gére B dalinda yer alan Salvia cassia ve Salvia
chionantha tlrleri kardes grup olarak Salvia atropatana tiriinden ayri
kiimelenmisglerdir. A dali Al ve A2 olmak Uzere iki alt dal seklinde ayrilmistir. A2
dalinda sadece Salvia sclarea tird yer almaktadir. A1 dali ise Ala ve Alb alt dallari
olarak 2 gruba ayrilmistir. Morfolojik olarak Salvia microstegia turti Salvia argentea ve
Salvia chionantha tiirlerine yakinlik gosterirken bizim bulgularimiza gére Ala dali
icerisinde Salvia limbata ve Salvia microstegia kardes grup olup Salvia candissima’dan
ayr olarak kiimelenmistir. Morfolojik olarak Salvia argentea tliri Salvia chionantha ve
Salvia microstegia turlerine yakinlik gosterirken bizim ¢alismamizda Alb alt dal
icerisinde yer alan Salvia argentea ve Salvia vermifolia kardes grup olarak Salvia
chrysophylla tiirtinden ayr1 olarak kiimelenmislerdir.

UPGMA sonuglarina gore ochiai benzerlik katsayisi kullanilarak olusturulan
dendogramin, dice benzerlik katsayis1 kullanilarak olusturulan dendogramdan daha
saglikli sonuglar verdigi belirlenmistir.

Yapilan literatiir calismasinda farklt benzerlik katsayilarinin kiyaslamasinin
yapilmadig1 goriilmiistiir, bu ¢alisma ile bu eksikligin de giderilmesi saglanmastir.

Calismamizda UPGMA algoritmasindan farkli olarak NJ algoritmas1 da

kullanilmistir. Fakat NJ ile olusturulan dendogramlar, tiirler arasi iligkiyi yorumlamak
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icin yeterli dlzeyde bilgi vermemistir. Bu ¢alismaya gore UPGMA verilerinin, NJ
verilerine gore daha guvenilir oldugu sonucuna varilmistir.

Calisma sonucunda kullanilan SRAP markor tekniginin dogadan toplanacak
materyallerin genetik karakterizasyonunda giivenli bir sekilde kullanilabilecegi

belirlenmistir.

5.2. Oneriler

Lamiaceae familyasina ait tibbi ve aromatik bitkilerin yapilarinda barindirdiklart
sekonder metabolitler ve ugucu yaglar pek ¢ok alanda kullanim bulduklar1 i¢in bu
bitkilerin degerini artirmaktadir. Ancak bu bitkiler ile DNA temelli bir calisma
yapilacaginda, DNA izolasyonu sirasinda, sekonder metabolitler, ugucu yaglar, fenolik
bilesikler gibi bitki etken maddeleri gesitli sorunlar ortaya ¢ikarabilmektedir. Ayrica bu
metabolitler PCR firiinlerinde bant olusumunu engelledigi icin analiz sonuglarinin
giivenilirligi a¢isindan sorun teskil etmektedir. Calisma sonuglarinin dogrulugu
acisindan kaliteli ve herhangi bir bulasi olmayan DNA kullanimimin 6nemli oldugu
sonucuna varilmistir. DNA’da ikincil metabolitlerin var olmasi DNA temelli
calismalarda engelleyici etkiler gosterdigi icin bu sorunun ortadan kaldirilmasi
gerekmektedir. Izolasyon yontemlerinde bazi degisikliklerin yapilmasiyla bu
metabolitlerin uzaklastirilmasinin miimkiin olabilecegi diistiniilmektedir.

Ayrica farkli benzerlik katsayilart ve farkli algoritmalarin kullanilmasinin

yapilacak ¢alismalara katki saglayacagi belirlenmistir.
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