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MAKALE BIiLGISi OZET
Adacayr (Salvia spp.), Lamiaceae ailesinin en onemli ve en biiyiik cinsi olup, tibbi
Arastirma Makalesi bitkiler igerisindeki dnemi giderek artmaktadir. Adagay: bitkisi yaygin olarak ilag, gida
ve baharat endiistrisinde ve insanlar tarafindan ¢ay: yapilarak kullanilmaktadir. Dogadan
Gelis 06 Subat 2017 kontrolsiiz olarak toplanarak pazara sunulmasi, bu gay tiirlerinin gelecegini tehdit
Kabul 13 Nisan 2017 etmektedir. Bu nedenle, tiirlerin koruma altina alinmasi ve genetik karakterizasyonlarinin

yaptlmasinin yaninda 1slah programlarinin baslatilmas: gerekmektedir. Bu amagla,

Anahtar Kelimeler: calismamizda Dogu Akdeniz Bolgesinden 11 farkli adagay: tiirii toplanmis ve SRAP

Adlacgayl (Sekansa bagli ¢ogaltilmis polimorfizm) markorleri kullanilarak, tiirler arasindaki genetik
éa Vlilipfp. ik farkliliklar belirlenmistir. Calisma sonucunda, tespit edilen markérlerin  ortalama
SI:IX:PI ardit polimorfizm orani, allel sayisi, polimorfizm bilgi icerigi (PIC) degerleri siras1 ile %90,91,

4,2 ve 0,91 olarak bulunmustur. PIC degeri 0,04 ile 0,99 araliginda degismistir. Tiirler
arasindaki ortalama genetik farklilk %43,15 olarak belirlenirken, en fazla genetik
“Sorumlu Yazar: farklilik %61,46 ile Salvia aucheri spp. aucheri ve Salvia aramiensis tiirleri arasinda, en
E-mail: adembardak@ksu.edu.tr az genetik farklilik ise %22,62 ile Salvia tomentosa ve Salvia hypergeia tiirleri arasinda
belirlenmistir. Ayrica kullanilan SRAP markoérlerinin  adagayi tiirlerinin - genetik
karakterizasyonunda giivenilir bit teknik oldugu goriilmistiir. Tiirler arast uyusmazliklara
dikkat edilerek olusturulacak islah programlarinda yiiksek genetik farklilik gosteren
tiirlerin ebeveyn olarak secilmesi islah basarisini arttiracaktir.
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Determination of Genetic Diversity of Some Sage Species Collected From Eastern Mediterranean Region

ARTICLE INFO ABSTRACT

Sage (Salvia spp.) is the most important and largest genus of the Lamiaceae family, and
Research Article the popularity among medical plants is increasing. Sage plant is widely used in

pharmaceutical, food and spice industries and as tea by many people. The fact that the
Received 06 February 2017 plant may be marketed after being collected uncontrollably from the nature threatens its
Accepted 13 April 2017 future. Therefore, it is necessary to put these species under protection and to start

breeding projects as well to do genetic characterization of them. For this purpose, in the
Keywords: study, 11 different sage species from the Eastern Mediterranean region were collected
gZ?\fia spp and genetic differences among species were determined using SRAP (Sequence

dependent replicated polymorphism) markers. As the result of our experiments, average
polymorphism content, allele number and polymorphism information content (PIC) of the
species were calculated as 90.91%, 4.2 and 0.91, respectively. The PIC values ranged
from 0.04 to 0.99. While the average genetic difference among species was determined as
“Corresponding Author: 43.15%, the highest genetic difference, which was between Salvia aucheri spp. aucheri
E-mail: adembardak@Ksu.edu tr and Salvia aramiensis, was found to be 61.46%. The least genetic difference, on the other
hand, was detected between Salvia tomentosa and Salvia hypergeia species with 22.62%
similarity. Additionally, according to the observations made through the study, the SRAP
markers we used were thought to be reliable for the genetic characterization of sage
species. In breeding programs where interspecies dissimilarities are considered, selecting
parental species with high genetic differences will increase the success.
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SRAP
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DOI: https://doi.org/10.24925/turjaf.v5i6.695-700.1183




Cardakli ve ark., | Tiirk Tarim — Gida Bilim ve Teknoloji Dergisi, 5(6): 695-700, 2017

Giris

Adagayi, Salvia tiirlerine verilen genel bir isim olup
Lamiaceae familyasinin en fazla tiir igeren cinslerinden
birisidir. Orta Amerika, Giineybatt ve Orta Asya’da
yayilis gosteren yaklagik 1000 tiir igermektedir (Bown,
1995; Duman ve Byfield, 2000; Walker ve Sytsma, 2007).
Tirkiye’de toplam 109 (97 tiir, 4 altir ve 8 varyate)
adagayr taksonu bulundugu ve bunlardan 51 tiiriin
endemik oldugu (Davis, 1982; Nakipoglu, 1993; Segmen
ve ark., 1998; Karik ve ark., 2013) ve 40'tan fazlasinin
Akdeniz Bolgesine 6zgii oldugunu bildirilmektedir (ince
ve Karaca, 2015).

Salvia cinsi, alternatif tibbin popiilaritesinin artmasina
bagl olarak ilag, gida ve baharat iretimi gibi cesitli
endiistrilerde kullanim1 artig gostermektedir (Wang ve
ark, 2011). Ayrica, Salvia tiirlerinde baslhca kimyasal
bilesen olarak metabolitlerin bollugu, anti-enflamatuar

(agr1  kesici, ates disiiriicii), antitrombotik (kan
pihtilasmasmi  engelleyici) ve damar agict  gibi
etkilerinden dolayl, farkli farmakolojik &zelliklere

sahiptirler (Erbano ve ark., 2015). Adagay1 ayn1 zamanda
AIDS (acquired immuno deficiency syndrome), diyabet,
karaciger rahatsizliklar1 ve alzheimer hastalig1 gibi cesitli
hastaliklarin tedavisinde de kullanilmaktadir (Javan ve
ark., 2012).

Tibbi bitkilere olan talebin artmasi sonucu, 6zellikle
bu bitkiler dogadan toplanmak suretiyle pazarda yer
bulmakta ve endemik birgok tiir yok olma tehdidiyle karsi
karstya kalmaktadir. Bu bitkilerin mevcut durumunu
korumak ve artan pazar taleplerini karsilayabilmek icin
piyasada istenilen iiriinleri, istenilen miktar ve kalitede
sunmamiz ~ gerekmektedir. Ancak bunu dogadan
toplayarak kargilamamiz miimkiin degildir. Bu bitkilerin
diizenli olarak kiiltiir, seleksiyon ve 1slah ¢aligmalariyla
istenilen niteliklere ulastirilmasi gerekmektedir (Sonmez
ve ark., 2007). Adacayr hem generatif hem de vejetatif
olarak c¢ogaltilabilmesinden dolayi, 1slah calismalarinda
genis olanaklardan faydalanilabilir (Bayram ve Sonmez,
2006). Etkili bir 1slah programi hazirlarken, {istiin
ekonomik ozelliklere sahip gesitlerin  gelistirilmesi
calismalarinda; c¢esidin adaptasyon bolgesi, agronomik
ozellikleri, verim ve kalitesinin yani sira bu unsurlari
temelde etkileyen genetik yapmin belirlenmesi ve bu
bilginin 1slah programlarinda kullanilabilme olanaklarinin
arastirtlmast ~ 6nem  tagimaktadir.  Ayrica, Salvia
cinslerindeki morfolojik benzerlik ve yaygin dogal
hibridlesme nedeniyle tiirlerin tanimlanmasinin karmasik

Cizelge 1 Caligmada kullanilan tiirler ve toplandig: yerler

olmasindan (Karaca ve ark., 2008) dolay1r bu tiirlerin

genetik  karakterizasyonlarmin yapilmasi 6nem arz
etmektedir.
Genetik  karakterizasyon  ¢aligmalarinda  DNA

markdrleri kullanilmakta ve DNA markérleri genomdaki
bir gen bolgesi ya da gen bolgesi ile ilgili DNA pargasini
ifade etmektedir. Adacaynda genetik farkliligin
belirlenmesi ¢alismalarinda; tesadiifi ¢ogaltilmis DNA
parcalar1 polimorfizmi (RAPD) (Guo ve ark., 2002;
Khalil ve ark., 2005; Boszormenyi ve ark., 2009;
Yousefiazarkhanian ve ark., 2016), g¢ogaltilmis parga
uzunlugu polimorfizmi (AFLP) (Hao ve ark., 2007; Wen
ve Tian 2007), basit dizi tekrarlar1 (SSR) (Deng ve ark.,
2009; Bahadirli, 2014), inter basit dizi tekrar1 (ISSR)
(Song ve ark., 2010; Yousefiazarkhanian ve ark., 2015,
2016), sekansa bagli cogaltilmis polimorfizm (SRAP)
(Song ve ark., 2010; Aghaei ve ark., 2015) gibi DNA
markérleri kullanilmaktadir.

Bu c¢alisma, adagayr tiirleri arasindaki genetik
farkliligi belirlemek amaciyla Kahramanmaras, Adana,
Hatay ve Mersin illerinden toplanmig 11 farkli adacayi
tiiriinde SRAP markérii teknigi kullanilarak yapilmaistir.

Materyal ve Metot

Calismada, Kahramanmaras, Adana, Hatay ve Mersin
illerinden toplanan 11 farkli adagay: tiirii kullanilmistir.
Calismada kullanilan tiirler ve toplandiklar yerler Cizelge
1’de verilmistir.

Adagay1 tiirlerine ait yaprak ornekleri kuru buz ile
muhafaza edilerek laboratuara getirilmis ve DNA
izolasyonu yapilana kadar -80°C ’de muhafaza edilmistir.
DNA izolasyonu Bardak (2007)’de belirtildigi gibi
yapilarak nanodrop spectrometre ile DNA miktar ve
kaliteleri belirlenmis ve 25 ng/ul’ye seyreltilerek, 18 adet
SRAP markér kombinasyonu (Saebnazar ve ark., 2013)
ile taranmigtir. PCR reaksiyonu i¢in, 0,2 ml hacminde
96’lik PCR tiiplerine; 1 pl ANTP (5SmM) (Vivantis), 2 pl
10x PCR soliisyonu, 1.5ul MgCI, (25mM), SRAP marker
(1 ul (10 pmol) EM ve 1 ul (10 pmol) ME), 2 ul genomik
DNA (25 ng), 11 pl dH,0, 0,5 pl DNA Taq polimeraz
(vivantis) olacak sekilde toplam 20 pl soliisyon
hazirlanmustir. PCR cihazi 94°C'de 5 dak., 35°C'de 1 dk.,
72°C'de 1 dk., 35 déngii (94°C'de 1 dk., 50°C'de 30 sn. ve
72°C'de 1 dk.), 72°C'de 10 da. ve 4°C'de o seklinde
programlanarak markdr ¢ogaltmalart yapilmistir.

No Genotip Tiir Toplandig1 Yer
1 AC-1 Salvia recognita Cigsar/Andirin
2 AC-2 Salvia sericeo-tomentosa Arsus/Hatay
3 AC-3 Salvia napifolia Geben/Andirin
4 AC-5 Salvia clicica Pozant1 / Adana
5 AC-6 Salvia aucheri spp. canescens Silifke /Mersin
6 AC-8 Salvia aramiensis Arsus/Hatay
7 AC-10 Salvia hypergeia Cokak/Andirin
8 AC-11 Salvia plifera Bagkonug/Kahramanmarag
9 AC-12 Salvia tomentosa Kavakli/Andirin
10 AC-13 Salvia aucheri spp. aucheri Kuzgun/Andirin
11 AC-14 Salvia officinalis L. Avsar/Kahramanmaras
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Sekil 1 ME3EM6 Primer kombinasyonu sonucu elde edilmis jel gérintiisii (Al : Salvia recognita, A2 : Salvia sericeo-
tomentosa, A3 : Salvia napifolia, A5 : Salvia clicica, A6 : Salvia aucheri spp. canescens, A7 : Salvia aramiensis, A9 :
Salvia hypergeia, A10 : Salvia plifera, A1l : Salvia tomentosa, A12 : Salvia auceri, E1 : Salvia officinalis L.)

Cogaltilan DNA’lar, QIAxcel fragment analiz
cihazinda, QIAxcel DNA High Resolution Kit
kullanilarak boyutlarma goére ayristirilmis ve goriintiileri
almmustir (Sekil 1). Caligma sonucu elde edilen DNA
bantlar1 genotiplere goére ayni uzunlukta bant olanlara ‘1°,
eger okudugumuz uzunlukta yoksa ‘0’ olarak genetik
veriler elde edilmistir.

Polimorfizm bilgi igerikleri (PIC, Polymorphism
Information Content) Weir, 1996 tarafindan tanimlanan
PIC=1-YP? formiilii kullanilarak Dumlupmar ve ark.
(2016)’na gore Excel’de hesaplanmugtir (P;; arastirmada
calistlan 11 kekik tiirinde i’inci allelin frekansidir).
Genetik  yapt analizi STRUCTURE 3.4  paket
programinda ideal grup sayisini belirlemek amaciyla, K
degerleri 1 ile 15 araliginda, permiitasyon modiild,
10.000-100.000 araliginda segilip, her bir K degeri icin 5
tekrar yapilarak analiz edilmistir. K degerleri ideal grup
sayisini belirlemek amaciyla sonuglar zip dosyasinda
arsiv olusturulmus ve bu dosya Structure harvaster web
sayfasina yiiklenerek AK degeri belirlenmistir. Tiirler
arasindaki  genetik farkliik Nei (1972)’ye gore
POPGENE3.2 versiyon 1.32 (Population Genetic
Analysis) (Anonim, 2016) paket programi, ve kiimeleme
(cluster) analizleri “Unwieghted Pair Grup of Aritmetic

Means” (UPGMA) MEGA 7 (Kumar ve ark., 2016) paket
programi kullanilarak yapilmistir.

Bulgular ve Tartisma

Calismada 11 adet adagayi tiirlii arasindaki genetik
farklilign belirlemek amaciyla 18 adet SRAP primer
kombinasyonu kullanilarak 70 adet polimorfik allel
belirlenmis ve polimorfizm oram1  %90.91 olarak
bulunmustur. Ortalama allel sayis1 4,2 iken, en fazla allel
7 bant ile ME3-EMBG6, en az allel ise 2 allel ile ME11-
EMI15 primer kombinasyonlarinda elde edilmistir
(Cizelge 2). Peng ve ark. (2014) S. miltiorriza tiriinde
SRAP markérleri  kullanarak  yaptiklart  ¢alismada
polimorfiz oranmi %93,4 olarak, Aghaei ve ark. (2015)
bes adagay: tiriinde (S. virgata Jacqg., S. nemorosa L., S.
officinalis L., S. cereal L. and S. sclarea L.) SRAP
markorlerini kullanarak polimorfizm oranimi %96 olarak,
Song ve ark. (2010), S. miltiorriza tiirinde SRAP
markoérlerini kullanarak yaptiklar: ¢calismada polimorfizm
oranmi %90,1 olarak bulmuslardir. Arastiricilarin ve
bizim belirlemis oldugumuz polimorfizm oraninin yiiksek
ve birbirleri ile ortistiigii goriilmektedir.

Cizelge 2 Calismada kullanilan SRAP markér kombinasyonlari, Allel sayilart ve Polimorfizm Bilgi igerigi (PIC)

Primerler Primer Dizilimi (5°....3°) Allel Sayis1  PIC Degeri
ME6/EM4 TGAGTCCAAACCGGTAG / GACTGCGTACGAATTTGA 5 0,98
ME4/EM4 TGAGTCCAAACCGGACC / GACTGCGTACGAATTTGA 3 0,96
ME6/ EM6 TGAGTCCAAACCGGTAG / GACTGCGTACGAATTGCA 4 0,99
ME8/ EM1 TGAGTCCAAACCGGACT / GACTGCGTACGAATTAAT 3 0,99
ME11/ EM17 | TGAGTCCAAACCGGGTA/GACTGCGTACGAATTATG 5 0,99
ME1/ EM5 TGAGTCCAAACCGGATA/ GACTGCGTACGAATTAAC 6 0,99
ME3/ EM2 TGAGTCCAAACCGGAAT / GACTGCGTACGAATTTGC 5 0,96
ME2/ EM4 TGAGTCCAAACCGGAGC / GACTGCGTACGAATTTGA 4 0,99
ME3/ EM1 TGAGTCCAAACCGGAAT / GACTGCGTACGAATTAAT 3 0,93
ME3/ EM6 TGAGTCCAAACCGGAAT / GACTGCGTACGAATTGCA 7 0,99
ME4/ EM6 TGAGTCCAAACCGGACC / GACTGCGTACGAATTGCA 6 0,04
ME11/ EM15 | TGAGTCCAAACCGGGTA/ GACTGCGTACGAATTGAT 2 0,95
ME11/ EM3 TGAGTCCAAACCGGGTA/ GACTGCGTACGAATTGAC 6 0,98
ME1/ EM4 TGAGTCCAAACCGGATA/ GACTGCGTACGAATTTGA 3 0,90
ME3/ EM3 TGAGTCCAAACCGGAAT / GACTGCGTACGAATTGAC 3 0,86
ME3/ EM4 TGAGTCCAAACCGGAAT / GACTGCGTACGAATTTGA 3 0,95
ME2/ EM3 TGAGTCCAAACCGGAGC / GACTGCGTACGAATTGAC 3 0,98
ME1/ EM6 TGAGTCCAAACCGGATA / GACTGCGTACGAATTGCA 5 0,99
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Cizelge 3 Genotipler arasindaki genetik farklilik

Populasyon (Tiirleri) ACl AC2 AC3 AC5 AC6 AC8 AC10 ACl1 ACl12 AC13 AC14
AC1

AC2 0,47

AC3 0,44 0,43

AC5 0,52 0,5 0,52

AC6 047 037 05 059

AC8 059 042 048 053 0,38

AC10 043 038 039 046 042 041

AC11 041 043 045 047 045 038 0,27

AC12 042 038 046 043 041 041 0,23 0,23

AC13 054 049 058 033 060 061 044 0,41 0,30
AC14 044 040 053 038 043 041 0,26 0,37 0,32 0,30

AC1: Salvia recognita, AC2: Salvia sericeotomentosa, AC3: Salvia napifolia, AC5: Salvia clicica, AC6: Salvia aucheri spp. canescens, AC8: Salvia
aramiensis, AC10: Salvia hypergeia, AC11: Salvia plifera, AC12: Salvia tomentosa, AC13: Salvia aucheri spp. aucheri, AC14: Salvia officinalis L.
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Sekil 2 Nei’nin genetik mesafe matriksini kullanarak UPGMA ydntemine gore olusturulmus dendogram
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Sekil 3 Adagayr genotiplerinin STRUCTURE programu ile kiimeleme analizi

Ortalama polimorfizm bilgi igerik (PIC) degeri 0,91
olarak ve 0,04 ile 0,99 arasinda degistigi belirlenmistir
(Cizelge 2). Aghaei ve ark. (2015) ortalama polimorfizm
bilgi icerigini (PIC) 0,308 olarak, belirlemislerdir. Bizim
belirledigimiz PIC degerinin yiiksek olmasi daha fazla
sayida ve farkl tiirlerin kullanilmasimdan kaynaklanabilir.
Yine Yousefiazarkhanian ve ark. (2015) Salvia aethiopsis,
S. macrosiphon ve S. virgata ekotiplerinde ISSR markér
teknigini kullanarak ortalama PIC degerini 0,46 olarak

belirlemislerdir. PIC degeri, kullanilan markér teknigi ve
tirlerin farkli olmasindan dolayr bizim galigmamiza gore
diisiik kalmistir.

Adacayr tiirleri arasindaki genetik farklilik, Nei
1972°ye gore belirlenmis olup, 0,23 ile 0,61 arasinda
degistigi ve en az genetik farklihgin (0.23) Salvia
tomentosa (AC12) ve Salvia hypergeia (AC10) tiirleri, en
cok genetik farkliligin (0,61) Salvia aucheri ssp. aucheri

(AC13) ve Salvia aramiensis (AC8) tiirleri arasinda
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oldugu belirlenmistir (Cizelge 3). Belirlemis oldugumuz
sonuglar Saebnazar ve ark. (2013), Wang ve ark. (2007),
Erbano ve Santos, (2015), Bahadirli, (2014) ve Aghaei ve
ark. (2015)’nin yaptiklar1 ¢aligmalarla biiyiik gogunlukla
ortiismekte ve bu caligsmalart destekler niteliktedir. Song
ve ark. (2010)’nin yalnizca bir tiir igerisindeki varyasyonu
aragtirmalarindan dolay1 belirledikleri genetik farklilik
diisiik ¢ikmustir.

UPGMA (Unweighed Pair Group Method of
Aritmetic Averages) yontemi kullanilarak Nei’nin genetik
mesafe matriksine gore filogenetik aga¢ olusturulmustur
(Sekil 2). Yapilan analiz sonucunda olusturulan
filogenetik aga¢ ilk olarak iki ana gruba ayrilmistir.
Ozellikle toplandig1 cografik konuma gore birbirine yakin
bolgelerden toplanan tiirlerin genetik olarak ta birbirine
yakin oldugu goriilmektedir.

Kiimeleme analizi sonucunda, Delta K (ideal grup
sayisi) 2 olarak belirlenmis ve Sekil 3’teki genetik yapi
grafigi elde edilmistir. Grafik incelendiginde kirmizi ve
yesille gosterilen 2 grubun elde edildigi goriilmektedir.
Buradan genetik olarak iki farkli grubun olustugu
sOylenebilir. Grup 1 igerisinde Salvia aucheri spp.
canescens, Salvia aramiensis, Salvia sericeo-tomentosa,
Salvia napifolia, Salvia recognita tiirlerinin yer aldig
gorillmektedir. Grup 2 igerisinde Salvia plifera, Salvia
auceri, Salvia hypergeia, Salvia officinalis L., Salvia
tomentosa, Salvia clicica tiirlerinin  yer aldig
goriilmektedir. Sonug¢ olarak tilirler arasi uyusmazliga
dikkat ederek olusturulacak 1slah programlarinda zit
renkte yer alan tiirlerin ebeveyn olarak segilmesi 1slah
basarisini arttiracagi sdylenebilir.

Sonugc ve Oneriler

Yapilan bu calismada Dogu Akdeniz Bolgesinden
toplanan 11 adagay tiirii kullanilarak, bu tiirlerin birbirine
olan genetik akrabalik durumlar1 degerlendirilmistir.
Calismada kullanilan 18 SRAP markoriiniin - hepsi
polimorfik  o6zellik  gostermekle beraber —ortalama
polimorfizm degeri %90,91 olarak belirlenmistir. En fazla
allel tireten primer kombinasyonu 7 bant ile ME3-EM6
olurken, en az allel {ireten primer kombinasyonu 2 bant ile
ME11-EM15 olmustur. Ortalama allel sayisi 4,2 olup,
PIC degerleri 0,91 olarak bulunmus ve PIC degeri 0,04 ile
0,99 araliginda degismistir. Tirler arasindaki ortalama
genetik farklilik %43,15 olarak belirlenirken, en fazla
genetik farklilik %61,46 ile Salvia aucheri ssp. Aucheri
ve Salvia aramiensis tirleri arasinda, en az genetik
farkhilik ise %22,62 ile Salvia tomentosa ve Salvia
hypergeia tiirleri arasinda belirlenmistir.

Nei’nin genetik mesafe matriksine gore filogenetik
aga¢ olusturulmus ve yapilan analiz sonucunda
olusturulan filogenetik aga¢ iki ana gruba ayrilmis ve
cografik olarak birbirine yakin olan tiirler ayn1 zamanda
genetik olarak da birbirine yakin ¢ikmistir. Genetik yap1
analizi sonucunda tiirler yine genetik olarak 2 gruba
ayrilmis ve olusturulacak islah programlarinda yiiksek
genetik farklilik gosteren tiirlerin  ebeveyn olarak
secilmesi 1slah bagarisini arttiracaktir. Ayrica kullanilan
SRAP markoér teknigi dogadan toplanacak materyallerin
genetik  karakterizasyonunda  giivenli  bir  sekilde
kullanilabilecegi goriilmiistiir.
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