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OZET

Bu calsma, Turk orijinli 19 cay varyetesi arasinda ki ggnbenzerlgi belirlemek
icin ISSR DNA molekiler markir teknikleri kullanrizk yapilmstir. Cay varyetelerindeki
genetik farkhlgl tespit etmek icin 21 adet ISSR primeri denenwmé 15 tanesinin
calismaya uygun oldgu gortlmtar. Bu primerler kullanilarak yapilan ISSR gaiasi
sonucunda elde edilen PCR bantlari Rohlf (1988)5e benzerlik indeksi ofturulmus ve
NTSYS-PC Ver. 2.0 programi ile dendogramisthoulmuwstur. Bu dendograma goére en
yliksek benzerlikleri %74 ile Cayelilyidere varyeteleri, %72,5 ile Pazar - Derepazari
varyeteleri ve %72 ile Enstitu 1 - Enstiti 2 ve %&8e Gund@du - Twlal varyeteleri
gostermektedir. Birbirine en yakin grup icerisiltlelesen - Findikli - Pazar varyeteleri
yer almaktadir. Dendogramda gorulengedi ikili dallamalarda %65 ile Pazar 20 —
Muradiye ile Universite - Universite 2 ciftleri W59 ile Derepazari 7 — Hayrat varyeteleri
gostermektedir. Birbirine %59 benzeyen Derepazanx Hayrat cifti %54 benzerlik ile
diger tim cay varyetelerinden ayrilmaktadGamellia oliferaise Camellia sinensis-
Camellia assamicdibritleri olan calymamizda kullangamiz cay varyetelerinden %26,5
benzerlikle dy grup olarak ayrildy gorilmektedir. Dendograma gore ayngiadi bolgeyi
paylagan Cayeli — Ardgen — Findikli — Pazar varyetelerinin %66, Gugdio — Twglah
varyetelerinin %68,5 ve Derepazari — Hayrat vatgetan %59 benzedi gorilmektedir.
Farkli cqirafi bolgelerde yettiriimekte oldgu halde cift olgturmus olan Pazar 20 —
Muradiye, Cayeli dyidere, Pazar — Derepazar! ciftlerinin ise celiktetiimediklerinden
dolay1 d@al olarak gozlemlenen sekstel ac¢ilim dolayisiylanzbe bantlar vermesi
sebebiyle birbirine yakin benzerlikte ofgludistintilmektedir.

Calisma sonucunda cay varyetelerinin belirlenmesinde RIS8arkirlarinin
kullanilabilecgi bir kez daha gorulmiiiir. Calsma RTEU-BAP-2013.102.03.4 nolu proje
ile desteklennsiir.

Anahtar Kelimeler: Cay,Camellia sinensissSSR, DNA markiri, Genetik analiz,

benzerlik.
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SUMMARY
Determining of Genetic Diversity of Turkish Tea Vareties Using ISSR DNA
Markers

In this study, we aimed to determine of geneticedsity of 19 tea varieties
originated from Turkey using ISSR DNA marker tecjuss.

We used 15 ISSR primers that selected previousiestudcluding 21 primers.
Obtained PCR bands profiles were analyzed simylanileks by Rohlf (1988). We used
NTSYS-PC Ver. 2.0 to obtain dendrogram. Utilisidgster analysis, maximum genetic
sismilarity was found between Cayeli ahddere with 74%, Pazar and Derepazari with
72.5%, Institute 1 and Institute 2 with 72%, andn@agdu and Tuglali with 68.5%,
respectively. We obtained the closed group amordgegen, Findikli, Pazar which these
varieties were closed located geographically. Waeegaly see binary branching i.e.
between Pazar 20 and Muradiye, Universtity 1 andith 65%, Derepazari 7 and Hayrat
with 59%, respectively. Wee see that outgrabamellia oliferawas similar tea varieties,
Camellia sinensiandC. assamicdybrits with 26.5%.

In this research, ISSR marker techniques was sfudciEs determining genetic
similarity between tea varieties. This researchpsug by funds from Recep Tayyip
Erdogan University BAP Unit (2013.102.03.4).

Key Words: Tea,Camellia sinensisSSR markers, genetic analysis, similarity.
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1. GENEL BILGILER

1.1.Giri s

Cay, dunyada sudan sonra en fazla tuketilen icec€ly bitkisinin taze sirgin
yapraklarinin glenmesiyle elde edilir. Angiospermae sinifindan nolgay bitkisi,
Dicotyledonea alt sinifi icerisinde Theace&&arfellig familyasindandir. 1950 yilinda
cayin ismiTheasinensisL. olarak kabul edilnstir. Daha sonra yapilan sistematikte cay
Camellia sinensis (L.) O. Kuntze olarak isimlendirilngiir. Camellia familyasindaki
bitkiler genel anlamda tum mevsimlerdesiyeenkli, sik yaprakli ve boylari 1.5 metreye
kadar yukselebilir 0Ozelliktedirler. Sirgin devrelegesitlilik gosterir, dinlenme
donemlerinde cicek acar, cicekler yapratstinde ve yan taraflarinda meydana gelir. Cay
bitkisi 100 seneye kadar gayabilir. Yalniz, 50. senenin lzerinde verinsmigye balar.
Assam cgitlerinde 40-50 ya sonrasinda %1 oraninda hayatiyet kaybi gorulim. ¢giidi
caylarda ygam ve verim 100 yila kadar dizenli olarak devanr.eigki yuksekligi fazla
degildir. Yapraklar sira Uzerinde, her mevsimsiyerenkli, elips seklinde, uzunca ve
parlaktir. Yapraklarin alti taylt, yh yapraklar koyu ygl, deri gibi sert ve duzdir.
Yapraklarin dal tzerindeki dwu bir yaprak hizasinda fakat, ikinci devirde, yetil
yaprak sonra hizaya gelece&kilde diizenli olarak bulunur. Cay bitkisinde cicagma
donemi, farkli bolgelere goére gigsim gosterebilir. Cicek acma Temmuz-Ocak aylari
arasinda olabilege gibi Agustos-Aralik veya Ekim-Aralik aylarinda da kendini
gosterebilir. Cay cicekleri, genellikle yabanggek tozlari ile déllenirler. Tohum Bma,
dollenen tim ciceklerde gercekheez. Doéllenme oranina gére az sayida tohumnguolu
(Ataseven, 2012).

Ticari anlamda 6nem kazargmic farkl cay tipi mevcuttur. Bunlar ystirildikleri
Ulkelere gore Assam Cayi, Cin Cayl ve Kambogya Qagrak isimlendiriimektedir.
Bunlar arasinda morfolojik ve ekolojik olarak bikcdoenzer 6zellikler bulunmasina
ragmen farkli yanlari da bulunmaktadir (Ataseven, 3012

Cay bitkisinin yapraklarinda alkoloidler, fenolilldsikler, ugucu yglar ve deisik
vitaminleri bulundurmasi 6nemli bir 6zeidir. Diinyada Yeil ve Siyah cay olmak lzere
iki cay GrinU elde edilmektedir. Bunlarin her ikisi de ham maddesi, cayin taze
yapraklarl olmakla beraber, bu yapraklaglenme tarzindaki farkliliklar, farkh kalitede
drunlerin elde edilmesine neden olmaktadir. Anavat@in ve Hindistan olan gayin
Tarkiye'de ilk defa yettirilme girisimi, 1888 yilinda Bursa'da yapilsi fakat
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basarisizlikla sonuclanmgiir. Etkili bir bicimde c¢ay vyettiriciligi 1937 yilinda
baslatilmistir. Cay bitkisinin korpe yapraklar ile tomuggunun dgisik yontemlerle
islenmesi sonucu farkh tip caylar elde olunur. Siygdy Uretimi ile ygil cay Uretimi
arasindaki en onemli ayrim, siyah cay Uretimindeméntasyonun (yukseltgenmenin)
uygulanmg olmasidir. Siyah cayda renk, koku ve lezzet enikmaksidasyon sonucu
olusur (Ataseven, 2012).

Yillar itibariyle dalgalanmalar olmakla birlikte yacay Uretim miktarinda son
yillarda artglar gordlmitir. Bu durumun temel gerekceleri iklim gdlarinin bitki
gelisimi icin uygun gecmesi, cay tarim alanlarinin (Kacggapilan caylik tesisleri)
genkslemesi ve alimlarda Urin standardinin tam anlaenkdrunamamngi olmasidir. 2011
yili itibariyle 758.895 dekar alandan 1,23 milyantya cay Uretimi gercekkgirilmi stir
(Ataseven, 2012).

Tablo 1. Tarkiye'de yillar itibariyle ¢ay tretimi(Ataseve@012).

Yil Caylik Yas Kuru

Alan(Dekar) Cay (Ton) Cay(Ton)

2007 765 808 1145321 121.694
2008 758 257 1100 257 123.804
2009 758513 1103 340 111.594
2010 758641 1 305 566 106.355
2011 758895 1231141 116.357

Turkiye’'de cay tarimi Dgu Karadeniz Bolgesinde Gurcistan sinirindagldyarak
Ordu ilinin Fatsa ilgcesine kadar olansklta yapiimaktadir. Bu bélge icerisindestaaRize
olmak Uzere Ordu, Giresun, Trabzon ve Artvin ithelé cay yettiricili gi yapiimaktadir.
Bu bolge dinyada cay yslricili gi yapilan alanlar icerisinde en st bolgeler ardaiper
almaktadir. Gurcistan sinirindan Trabzon ilinin ralcesine kadar olan alan Turkiye'de

cay yetgtirilmesi bakimindan en elvahi ve birinci derecede verimli cay uretim alanlarin



olusturmaktadir. Cay Dgu Karadeniz Bdlgesinde yayan halkin en o6nemli gelir
kaynaklarindan birisini t&il etmektedir (Ataseven, 2012).

Caylik alanlarin % 65,62'si Rize, % 20,46’sI Trabz&6 11,3'u Artvin, % 2,6’si
ise Giresun ve Ordu illerinde bulunmaktadiekKil 1) (Ataseven, 2012).

GIRESUN\OR
ARTVIN 11% DU 3%

Sekil 1. Caylik alanlara gore illerin gaimi (%).

Turkiye’de D@gu Karadeniz Bélgesi'nde dar bir alanda yeie olangl bulunan
cay, Ulke ekonomisine katkisiyla birlikte temekdek maddesi olarak da 6nem arz
etmektedir. Ayrica cayin yatigi bolgede farkli tarim Grinu ysgtirme olanginin fazla
olmamasli bdlge insani icin cayin ekonomikgeleni artirmstir. Bunun yaninda cayin
aradpl iklim sartlarindan dolayl farkh bolgelerde ygtie olanginin olmaysl cay
bdlgesinin dnemini artirrgtir. Cay Urdndnin yetiigi Trabzon ve Rize yodresinin genel
cografi ve sosyo-ekonomik yapisinin kendine has ddelinin tarimsal alanda cay
Uretimini bolgede alternatifsiz birakmaktadir. Gagtimi bélge ekonomisinde son derece
onemli bir yer tutmaktadir. Bolge sanayisinin nengge tamami cay dretimine yoneliktir.
Ancak bdlge insaninin arazi mulkiyeti sinirli ofduicin cay Uretimi kiicik capta aile
uretimi seklinde yapilmaktadir (Ataseven, 2012).

Cok geng bir bitki ailesinin Uyesi olan caylar, tlrler amada sitogenetik ve
morfolojik dzellikleri ile tanimlamak kolay oldw halde, tir ici tanimlamada bu 6zellikler
yetersiz kalmaktadir. Ayrica, turlerin generatifggtima yontemleri ile, ayni ve farkh
kosullarda birbirini izleyen ¢galtmalar ¢ok genibir varyasyonun ortaya ¢ikmasina neden
olmustur. Bu sebeple, cay gen kaynaklarinin belirlenmesi isminin d@rulugunun
arastirlimasi 6nemli bir argirma alani olarak kammiza ¢ikmaktadir. Klasik veya modern
anlamda cajmalarin yapilmamngi olmasi, bu alandaki ag@rma sebeplerini daha da
kuvvetlendirmektedir (Begi 2001).



1.2.Molekuler Tekniklerin Cay Genotiplerini Tanimlamada Kullaniimasi

Bitkilerde genetik ilgkileri ortaya ¢ikarmak icin kullanilan ilk DNA mak RFLP
(Restriction Fragment Lenght Polymorphisms) ajtau Fakat bu yontemin maliyetinin
¢cok yiuksek ve yawaolmasi PCR’ a (Polymerase Chain Reaction) dayaliekiler
markirlarin gemesine neden olmgtur. Bu markirlarin bazilari RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA), AFLP (Amplified Fragmér_enght Polymorphisms) ve
mikrosatellitlerdir. Cegitler arasindaki genetik varyasyonu ortaya cikarnaaken uygun
molekiler markir tekig@ini belirlemek amaciyla bircok bitki tarinde bu yémler
karsilastiriimiglardir.  Yapilan argirmalar sonucunda; polimorfizm bakimindan SSR
(Simple Sequence Repeat) ve AFLP markirlari, mabg&kimindan RAPD ve ISSR (Inter
Simple Sequence Repeat) teknikleri, tekrarlandikilbakimindan RFLP, SSR, ISSR ve
AFLP markirlarinin avantajli olduklari belirlengtir. Bunlarin yani sira c¢allacak
laboratuvar olanaklari g6z 6ninde bulundurglchda, RAPD ve ISSR ydntemlerinin
radyoaktif madde kullaniminin olmadive kaoullarin sinirh oldgu laboratuvarlarda
rahathkla kullanilabilecek yontemler olglu bildirilmistir. Ayrica yiksek c¢6zunurltukte
agaroz kullanarak veya akrilamit jeli gugnitratla boyayarak SSR ve AFLP analizleri de
radyoaktif madde kullanmadan uygulanabilmektedwog@n, 2006).

SCAR markirlar orijinali olan RAPD markirlara goémaha ustin 6zelliklere
sahiptir. RAPD bantlarinin seleksiyonu amaciylddwulmasinda ortaya cikabilecekzdr
amplifikasyon drunlerini ortadan kaldiran SCAR mdey, ilgili 6zelligin gen bélgesinde
bir lokusta olmasi nedeniyle ve dolayisiyla da P&Ruclarinin daha kararli olmasini
sgilar. Cok diguk miktarlarda kalip DNA (reaksiyon fiaa 10-100 ng) gerektirmesi,
yiuksek duyarhlikta olmasi ve kolay ve hizli kullan sunan SCAR markirlari, bu
avantajlarinin yaninda primer konstriksiyonu iclgilenilen siranin bilgisini gerektirir.
SCAR markirlari, RAPD markirlarindan daha cok telar@abilir. SCAR markirlarinin
seciciliginin artmasinda kullanilan primerlerin uzuglunun 24 baz kadar olmasi da kesin
sonu¢ almada énemli rol oynar (Bgr2001).

Cay genotiplerinin belirlenmesinde molekiler mdeedan oldukca fazla
yararlaniimaktadir. Bu markirlar icerisinde en ctdecih edilenlerden biride ISSR
markirlaridir. Ginimuze kadar yapilan benzeggelarsu sekilde d6zetlenebilir.

Matsumoto ve ark. (2004), Kore’ de wgitilen 297 cay orngine ait fenilalanin
ammonia liyaz genine ait cDNA'lari RFLP ile anadderek genotiplerin ayrimini yapmi
ve bu genin Kore caylarinin genetik ayriminda kulkbileceini ortaya koymstur.
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Singh ve Singh Ahuja (2006), Cin Assam ve Kambogas tiplerine ait 28 farkh
klonun 5S rDNA bdlgelerinin RFLP cainasi ile ayirimini yapnsiir.

Yao ve ark. (2008), Cin Japonya ve Kenya’' da sjietmekte olan cay
kalthvarlarinin ayrimini ve cay ystiricili gi programinda atasal seleksiyonun énemini
ortaya koymak amaciyla 48 kultivarda 21 ISSR prirkgltanarak ISSR analizi yapgtir.
Boylece Kuzey, Guney, Gluneybati, g9 Orta Cin, Japonya ve Kenya populasyonlarini
birbirleriyle olan iliskisini ortaya koymstur.

Lai ve ark. (2001), Tayvan’ da ygirilmekte olan 21 Cin, 3 Assam ve 7 hibrit klon
ile birlikte 6 dgal Tayvan yabani cayl olmak Uzere 37 genotipin RARAD ISSR
analizlerini yaparak genetik gkisini ortaya koymstur.

Wang ve ark. (2010), ¥%é cay uretiminde kullanilan Qiannianxue ve Xiaoyae
albino cay kultivarlarinin ayrimini RAPD analiz yapmglardir.

Lee ve ark. (2003), 24 Japonya, 7 Kore cay kultinvare 6 Camelliatirt olmak
uzere 37 Camellia cinsine ait 6rng@n filogenetik iligkisini AFLP tekngiyle ortaya
koymustur.

Ujihara ve ark. (2011), 7 Japonya ticari cay kiditiy4 anac kultivar 3 genetik
kaynak ve 2Camellia cinsi olmak tzere toplam 67 kultivari kullanara8TEba&imli
CAPS DNA markiri ile kltivarlar arasinda ki gekdielirlemeyi yapmglardir.

Wachira ve ark. (1997), Kenya’ da wyéitilmekte olan 28 cay kiltivarinda RAPD
ve STS analizleriyle ayirim yapsgtr.

Ben-Ying ve ark. (2010), Cin kaynakl 134 cay gdpiai 18 primeriyle ISSR
analizi ile genetik yakingini belirlemitir.

Prabu ve Mandal (2010), cay genotiplerinin EST iateinde kullaniimak tzere
hedef genlerin belirlenmesini ve miRNA’larinin bdgyar ortamlh identifikasyonunu ilk
kez calgmistir.

Freeman ve ark. (2004), 15 cay genotipi kullanamakrosatellit analizlerinde
kullaniimak tzere tekrar motiflerini belirlesgtir.

Vijayan ve ark. (2009), 11Zamelliatirinde ITS analizi kullanilarak molekuler
taksonomi cabimasi yapntir.

Beris, Ka¢ ve Sandalli (2013), Turkiye' de ygitilmekte olan ¢ay kultivarlarina
ait ITS analizi ile ayrimlarini yapstir (yayinlanmany veri).



Roy ve Chakraborty (2009), Cinde wéitilmekte olan Cin, Assam ve Kambocgya
tiplerine ait 21 cay genotipini 7 ISSR primerleaykasilastirmis, Kambogya ve Assam
tiplerinin %67, bunlarin Cin tipleriyle de benzgihi %59 bulmylardir.

Dan (2006), Vietnam’'da vyastirilen yerel kiltivar, secilmi ¢cay klonlari farkli
ulkelerden ithal edilen kilttivar ve klonlardan o 71 6rnek tizerinde 7 ISSR primeri ile
benzerlgini arastirirarak polimorfizmini ortaya koynytur.

Thomas ve arkadkari (2006), UPASI-10 clonuna ait 16 somaklonalyaamtin 40
ISSR primeri ile polimorfizmini ortaya koyngtur.

Mondal (2002), Hindistan kokenli 25 farkl cay kiiarini 12 ISSR primeri
kullanilarak genotiplerin taksonomik siniflandirdsani yaprnslardir.

Cay genotiplerinin belirlenmesinde ISSR markirlarirdsinda, RAPD, AFLP,
Mikrosatellit ve ITS siklikla kullaniimaktadir. Gimuze kadar tlkemizde ygirilen cay
klonlarinin ve/veya varyetelerinin genotipi Uzeryepilan iki ¢algma bulunmaktadir. Bu
calismalarin ilkinde Enstitu tarafindan belirlenen 8 clpnunun RAPD primerlerle
benzerlgi arastinlimistir (Beris ve ark., 2005). Fer calsmada ise Rize ve Trabzon da
yaylilis gosteren 32 cay genotipi AFLP teknkullanilarak kagilastiriimistir (Kafkas ve
ark., 2009).



2. MATERYAL ve METOD
2.1. Materyal
2.1.1. Calsmada Kullanilan Cay Varyeteleri

Bu argtlirmada toplam 19 cay varyetesi materyal olaralakulmistir. Bitkisel
materyallerin 11'i Rize Cay ve Bahce Kdlturleri Anama Enstitisiinden 8'i ise Rize iline
bagli ilcelerden alinmgtir. Calsmada kullanilan cay sileri Tablo 2'de, ilgili harita bilgisi

desekil 2'de verilmitir.

Tablo 2. Calismada kullanilan cay varyeteleri ile alindiklari gek kaynaklar.

No it ve Varyetelsmi Kaynak

Ce Y y
1 (D7) Derepazari 7 Rize-RC ve BKAE
2 (P20) Pazar 20 Rize-RC ve BKAE
3 (M) Muradiye Rize-RC ve BKAE
4 (G) Gundgdu Rize-RC ve BKAE
5 (F3) Fener 3 Rize-RC ve BKAE
6 (T10) Twlah 10 Rize-RC ve BKAE
7 (E1) Enstiti 1 Rize-RC ve BKAE
8 (E2) Enstitt 2 Rize-RC ve BKAE
9 (HB) Hamzabey Rize-RC ve BKAE
10 (H) Hayrat Trabzon-RC ve BKAE
11 () Cayeli Rize-Cayeli
12 (A) Ardesen Rize-Ardgen
13 (F1) Findikli Rize-Findikli
14 (P) Pazar Rize-Pazar
15 (1) Iyidere Rizelyidere
16 (D) Derepazari Rize-Derepazari
17 (V) Universite Rize-Merkez 1
18 (U2) Universite 2 Rize-Merkez 2

19(OLi)

Camelia olifera

Rize-RC ve BKAE
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Sekil 2. Cay varyetelerinin 6rnekleme noktalari

2.2. METOD
2.2.1. Yaprak Orneklerinin Toplanmasi

Rize Cay ve Bahcge Kiltirleri Agarma Enstitisii bahcesinde ve Rize ili
ilcelerindeki cay bahcelerinden alinan toplam 1®%e#y cay bitkisinin genc surgin
yapraklarindan alinip buz getlerinde buzda muhafaza edilerek Recep Tayyip g&lo
Universitesi Molekiiler Biyoloji Argtirma Laboratuvari’na getirilngiir. Bu 6rnekler énce
saf suda daha sonra da % 70'lik alkolde yikandiktama kurutulup sivi azot (-198) ile

muamele edilngtir.Ayni gin icerisinde DNA izolasyonu yapilghr.

2.2.2. Yapraklardan DNA izolasyonu

DNA ekstraksiyonu Favor Prep Plant Genomic DNA Ekdion Mini Kit ile
yapiimstir. Bu yontemde 50 mg ( max.100 mg) taze yada danohus bitki veya
5mg(max.100mg) kurutulnguérnek hazirlanir. Sivi azot ile 6rnek toz haliredigir ve
steril 1,5 mllik ependorf tluptne aktarilir. 400 |HAPG 1 Buffer ve 8 pl RNase
A(50mg\ml) eklenir ve tiipler vortekslenir. 6%'de 10 dakika bekletilirinkiibasyon
esnasinda 5 dakikada bir ters diz edilir (Bu esriadak baina 200 ul olacakekilde
Elution Buffer 65C’de inkiibasyona birakilir). Her bir ependorfa 180FAPG 2 Buffer



eklenir, tpler vortekslenir ve 5 dk buzda inkulodie Filter Column’a 2 ml’lik Collection
Tube yerlstirilir. Buzda inkiibasyona biralimiz drnekler Filter Column’a alinir. 13000
rom’de 3 dakika santrifiij edilir. Santriflj sonrditer column atilir. Stipernatant (~400 pl)
yeni bir ependorfa aktarilir. Yeni ependorfa afti@amiz sipernatantin Gzerine 1,5 kati
kadar FAPG 3 Buffer eklenir (6rpm 500 pl lizata 750 ul FAPG 3 Buffer) ve lizat 5
saniye boyunca vortekslenir. FAPG mini column’u diklcollection tube’ye yerlgirilir.
750 ul'lik karsimi cokelmede dahil FAPG Column’a aktarilir. 130p6’de 2 dk santrifij
edilir. Santriflj sonrasinda tipte kalan sivi ddkiColumn’a 500 pl W1 Buffer ardindan
750 pl Wash Buffer eklenir. 13000 rpm’de 30 sn shilkenir. Santriflj sonrasi tipte
kalan sivi dokulir ve FAPG Column Collection Tuleidkoyulur. Tekrar 13000 rpm’de 3
dk santrifij yapilir. FAPG Column’u temiz bir 1,5I'hk steril ependorf tipe aktarilir.
Onceden inkiibasyona birakikrelition bufferdan 50 pl column matriksinin merkee
eklenir ve elution buffer matriks tarafindan enmlsiye 3 dk bekletilir. 13000 rpm’de 2 dk
santriftij yapilarak saf DNA elde edilir.

2.2.3. DNA Konsantrasyonunun Belirlenmesi

PCR’ a dayali DNA molekuler markir tekniklerindensantrasyonun belirlenmesi
onem tekil etmektedir. Bu ¢agimada cay genotiplerinin konsantrasyonunun belirkesim
icin Nano Drop (Thermo Sci.) cihazi kullanignar. Her bir 6rnek igin 1 pl izole edilmi
DNA orneklerinden alinarak konsantrasyonlari befirhitir. Hesaplama; Belirlenen
konsantrasyon (ng/ul)x a = 1 ng/ul xSon hacim @8rak belirlenmitir. Belirlenen
konsantrasyonlar 1 ng/pl olacgdékilde sulandiriimg ve PCR’ analizleri icin her bir DNA
ornesi 20 pl kullanilacaksekilde son hacim 800 pl'de hesaplagimi Boylece tum
ornekler PCR’ a hazir hale getirilgtir.

2.2. 4. ISSR PCR Uygulamalari

ISSR reaksiyonunda kullanilan 21 primere ait veril@blo 3'de, yapilan PCR
calismasina ait bilgiler Tablo 4'de verilgtir. PCR reaksiyonlari 50 pl son hacimde
yapilmstir. ISSR analizlerinde kullanilan PCR dongiitlar Tablo 5'de verilmiir. PCR
uygulamalar Bio-Rad T100™ cihazinda gercgtugdmi stir.



Tablo 3.1SSR PCR’larinda kullanilan ve TQ) dereceleri

No Primer ( 5’-3) Tm(°C)
1 (AG)8C 48
2 (TCXG 50
3 (CTXGG 52
4 (AC)sT 45
5 (AC)G 48
6 (AC)C 51
7 (AC)TG 50
8 (AC)XCG 52
9 G_(AC) 48
10 (GTHC 48
11 (GT)8T 48
12 (CTC) 58.1
13 (GAA) 44
14 (CAG) 58
15 (CAGXGT 59
16 (CAAXG 48
17 (CAA) 44
18 (GATA) 35
19 (CTGA), 45
20 (GACA)T 47
21 (CTGAXG 50
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Tablo 4.ISSR-PCR reaksiyonunda kullanilan kimyasallar vesemtrasyonlari

PCR bilesenleri Konsantrasyon Miktar (ul)
Buffer (5X) 1X 10

MgCl, (25 mM) 2 mM 4

dNTP (4 mM) 200 uM 2.5

ISSR Primer 100 pmol 1.5

Taq DNA Polimeraz (5 U/ ul) 1U 0.3

DNA (2 ng/ pl) 15

Tablo 5 Cayda ISSR tekginin uygulanmasinda PCR sicaklik ve donggutiari

Sicaklik (C) Sure (dk) Dongil sayis!
On Denattirasyon 94 2 1
Denaturasyon 94 2 40
Primerin DNA'ya 40-60 1
baglanma  safhasi (primere gore 40
(annealing) desismekte)
Uzama safhasi72 2 40
(extension)
Son uzama safhasi’2 7 1

(final extension)

2.2.4.1. PCR Uygulamalarinin Tekrarlanabilirlili gi ve Agaroz jel Elektroforezi

PCR kaullarinin tekrarlanabilirlilgini saslamak amaciyla, orneklere ait g@tma
islemi birbirinden bgaimsiz olarak iki kez tekrar edilgtir. PCR uygulamalarinda olasi bir
kontaminasyonu engellemek icin her uygulamada, mp@noDNA icermeyen negatif
kontroller kullaniimgtir. Bant buyudkliklerinin belirlenmesi amaciyla, rhieir primerin
yurutulmesinde, 1 kb’lik DNA ladder kullanilgtir.

PCR drunlerinin elektroforezi, 8 ul PCR Urind kollarak agaroz jel ortaminda
yuratalmistar. Yirmi hicreli jel tepsisi kullanilarak, %1,4k agarozda, 1X TAE (Tris

base, glasial asetik asit, EDTA) tamponunda 55 ldk de 96 voltta yurutilen drnekler,
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0,25 p g/ml etidium bromid ile boyangnve UV kig1 altinda UVP Bioimaging System
(CA, USA) ile goruntulennstir.

2.2.4.2. Sonugclarin Dgerlendirilmesi

Agaroz jel elektroforezi sonuclari goruntilendiktesonra elde edilen
fotograflarda yer alan amplifikasyon bantlarinin okunmda sadece kuvvetli bantlar
degerlendirmeye alinngtir. Bantlarin okunmasi, var olma ve olmama duruangire
“1” veya “0” seklinde dgerlendiriimis ve benzerlik indeksi okiurulmustur. Bu
amacla, Sokal ve Sneath (1963) tarafindanstyden ve aagida verilen “Benzerlik
Indeksi (B)” formilu ile iki birey arasindaki benzerlik kalastirlmalarinda
kullanilmistir. Bi=a/(a+b)seklinde hesaplanmtir.

a : iki cay klonunda da bulunan homolog bant sayisi

b : iki cay klonunda da bulunan homolog olmayant lsaryisi

Klonlar arasindaki genetik benzerliklere dayali disgram verileriyse, Rohlf
(1990) tarafindan galirilen NTSYS-Pc(Numerical Taxonomy and Multivarat
Analysis System, Version 2.02i) programi kullarakafUPGMA (Unweighted Pair Group

Method with Arithmetic Mean) Cluster’analizi ile loéenmistir.

2.2.5. SCAR (Sequenced Charecterized Amlified Regidvlarker) Markir Geli stirme

ISSR PCR sonuclarina gore G(AC)8 primeri ile elddea amplifikasyon uriint
kullanilarak SCAR markir gatiriimesi denendi. Bu amagla, bu primer ilegatiilan PCR
artnleri pGEM-T vektorine 2.2.5.2 nolush&itaki basamaklar takip edilerek klonlandi ve
pozitif klonlardan bir tamesi secilerek baz dizimahzine génderildi (Macrogen, hollanda).
Sekans sonugclan kalastirildiginda (Clustal W) Tablo 6’daki primerler dizayn eulék
SCAR markir olarak kullanilabiligi denenmgtir. PCR kagullarina ait bilgiler Tablo 7’de,
PCR reaksiyonu bikenlerine ait bilgiler Tablo 8'de verilrtir.
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Tablo 6. SCAR Primerleri ve TniC) Dereceleri

No Primer Primer nukleotit sirasi (5°-3’) Tm (°C)

1 SCAR9F _6A 1 GAC ACA CAC ACACACACCCCA 61,3

2 SCAR9F_6TCTC_2 GACACACACACACACACCCCATCTC 67,1

3 SCAR9F _6G_3 ATCTTTTTATTA CTC AAG 40,5

4 SCAR9F_7G GAC ACA CAC ACA CAC ACC CCG 63,3
SCAR9R TTT TCT AAATAA CTT AAA ATC 43,7

Tablo 7. SCAR-PCR reaksiyonunda kullanilan kimyasallar @adantrasyonlari

PCR bilesenleri Konsantrasyon Miktar (ul)
Buffer (5X) 1X 10

MgCl, (25 mM) 2 mM 4

dNTP (4 mM) 200 pM 2.5

ISSR Primer 100 pmol 1.5

Taq DNA Polimeraz (5 U/ ul) 1U 0.3

DNA (2 ng/ pl) 15

Tablo 8. Cayda SCAR tekginin uygulanmasinda PCR sicaklik ve donggiutiar

Sicaklik (C) Sure (dk) Dongil sayis!
On Denattirasyon 94 2 1
Denaturasyon 94 2 34
Primerin DNA'ya 40-60 1
baglanma  safhasi (primere gore 34
(annealing) desismekte)
Uzama safhasi72 2 34
(extension)
Son uzama safhasi’2 7 1

(final extension)
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2.2.5.1. Polimorfik Bantlarin Klonlamasi

ISSR analizi esnasinda galan ¢cay 6rneklerini birbirinden ayriminig@ayabilecek
polimorfik bantlari SCAR markir olarak kullaniimaamaciyla klonlannstir. Bu nedenle
asagidaki yontem izlendi.

PCR sonucunda elde edilen polimorfik ISSR bantlaACR CGrlnlerinin
aktarilmasina uygun olan T/A klonlama vektori pGHNEasy (Promega, Medison, USA)
vektorl kullanildiIlgili PCR Grtint, oncelikli olarak PCR urunt saflama kiti (Wizard
SV Gel and PCR Clean Up System, Promega Co., MedislBA) Uretici firmanin
ongordigu sekilde kullanilarak saflirimistir. Daha sonra 10 pl son hacimde olacak
sekilde 3 pl saflgtinimis PCR Griand, 1 pl (50 ng) pGEM—-T/Easy vektor, 2X idap
Ligation Tamponu ve 1 pl T4 DNA ligaz kullanilarakusturulan reaksiyon, 16°C’de gece
boyu bekletilerek tamamlandi.

Rekombinant vektorin konak hicreye aktariimasingiace, konak hiicre gok
CaCl yontemiyle alici (kompetan) duruma getirildi. Buichelerin hazirlanabilmesi icin
bir gece dnceden, cam tupler icine 3 ml LB sivii lyesine E. coli DH50 swsu ekilerek
37°C'de 16 saat boyunca inkiibe edildi. Biytuime sdaus0 ml LB besi yeri icerisine 500
ul olacak sekilde gece kulturinden sulandirildi ve §glezerinin 0,2—-0,4 arasinda olana
kadar 37°C’de buyutulddstenen dgere ulaan kiiltir iki santrifij falkon tiplne bolindi
ve buz Uzerinde 10-15 dk bekletildi. Buz Uzerineédletilen hiicreler 6000 rpm’de 10 dk
santrifilj edildi. Stipernatant kismi uzagtlalip pellet Gzerine 7,5 ml gok Frozen starage
buffer ( 100 mM KCI, %10 Gliserol, 50 mM Ca@H,0, 10 mM KCQCHj3) eklenilerek
hafifce cozilmesi gganildi ve 2 saat buz tzerinde bekletildi.Ardindekrar 6000 rpm’
de 10 dk santrifij edildi. Supernatant uzaklaldi ve pellet Gzerine 2 ml gak Frozen
starage buffer eklenerek ¢ozuldi ve steril epetatarflO0 pl olacakekilde daitilarak
80°C’ de muhafaza edildi.

Ligasyon urunleri daha sonra Maniatis ve ark. (3982 gore alici 6zellik
kazandirilmg E.coli DH50 konak hucrelerine aktarildi. Rekombinant plazmitiealici
hiicrelere aktariimasindaagidaki metot uygulandi:

* 200 pl alict hicre iceren tupe 3 pul ligasyon iirigklendi (icerisine ligasyon
ariint konulmayan alici hiicre tipu kontrol amadgraik kullanildr),

* Olusan kargim 30 dakika buzda bekletildi,

« Daha sonra tupler, 42°C’de 90 saniyesekuna maruz birakildl,
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* Isi sokundan sonra tekrar buza konulan tiplerin icezigd0 pl sivi LB eklendi
ve 37°C’'de 2 saat inkiibe edildi,

* Daha oOnce hazirlanmiolan LB Amp petrilerine (50 pg/ml ampisilin iceren
tzerine 100 mg/ml IPTG c¢ozeltisinden 40 ul ve 20/migX—Gal c¢ozeltisinden 40 pl
surtlmi petriler) yayilarak 37 °C’de 1 gece inktbe ediBiyime sonucunda igerisine
plazmit alan hicrelerin mavi/beyaz koloni glurmasindan yararlanilarak klonlar secildi.

Secilen beyaz koloniler ampisilin iceren LB sivslyerine ekilip 37°C’ de 16 saat
inkiibe edildikten sonra 13000 rpm’de 2 dk santrddildi. (Geri kalan hiicrelerde santrifij
edildikten sonra pelletler -20’ye kaldirildi). Siipatant atilip pellet Gizerine Soltisyon-I (50
mM Glukoz, 25 mM Tris HCI pH 8, 1ml icin 4 mg lizo)’den 200 pl eklendi ve
vortekslendi. Buglemden sonra 400 pl solisyon-Il (% 1 SDS ve 0,1 &ON) eklendi
tortular kaybolana kadar alt Ust edilerek 5 dk lauzebkletildi. Stre bitiminden sonra
dzerine 300 pl amonyum asetat (7,5 M, /88) eklendi ve 11-13 kez alt Ust edilerek
tekrar 10 dk buzda bekletildi. 700 ul izopropankleemis ependorflara stipernatant alindi
ve alt st edildi. 10 dk oda sicagkihda bekletildikten sonra 13000 rpm’de 15 dk séijtri
edildi. Stpernatant dokildikten sonra pellet UzBA0 pl sguk % 70’lik EtOH eklendi
ve alt tst edildi tekrar 13000 rpm’de 5 dk sanjrddildi ve stpernatant dokuldu. Pellet 30
dk 37°C’ de alkoliin uzaklgtiriimasi icin bekletilerek kurutuldu. By@madan sonra pellet
uzerine 50-100 pl TE de ¢ozuldu ve icerdikleri RNMAN parcalanmasi igin 1 pl
RNaz/100 pl ilave edildi ve FC’'de 30 dk bekletildikten sonra -20 de muhafazédéedi

Izole edilen bu plazmitlerin istenilen DNA parcashtiva edip etmediini anlamak
amacilyla ISSR PCR vyapildi. PCR sonrasinda %1'lilareg jelde PCR UrUnuyle
yurutulerek plazmidin istenilen DNA fragmentinstap tasimadgi kontrol edildi.

Dogru klonlar tespit edildikten sonra -ZD ‘ye kaldiriimg pelletler GF-1 Plazmid
DNA Ekstraksiyon kit’ i ile izole edildi. Belirlene klonlarin taidiklari ISSR bdlgelerinin
DNA sira analizleri T7 ve SP6 universal primerlégi Macrogen Inc. (Hollanda) firmasi

tarafindan gercekséarildi.
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3. BULGULAR
3.1 DNA Analizleri

Calismada kullanilan 6rneklere ait genomik DNA'lar (gDINA-avor Prep Plant
Genomic DNA Ekstraction Mini Kit ile firmanin ongdiigti sekilde izole edilmitir.
gDNA'lar % 0,7’lik agaroz jel elektroforezine tatiitularak sonrasinda jel faafi UVP
Bioimaging System (CA USA) ile goruntulengtii (Sekil 3). Elde edilen gDNA’larin
saflik degerleri ve konsantrasyonlari NanoDrop (Thermo Seehrlenmi ve kullanima

kadar -20C’de muhafaza edilnglierdir.

Sekil 3. Favor Prep Plant Genomic DNA Ekstraction Mini Kiei@mik DNA'larin
%0,7 agaroz jel elektroforezi faimafi. . Sirasi ile genotiplerin isim
listesi,1. Derepazari-7, 2. Pazar-20, 3.MuradiyeGdnd@du, 5. Fener-3,
6. Tuwslali-10, 7. Enstiti-1, 8. Enstiti-2, 9. Hamza Bd.Hayrat, 11.
Cayeli, 12. Ardgen, 13. Findikli, 14. Pazar, 1bidere, 16. Derepazari,
17. Universite, 18. Universite-2, 1@amellia olifera

3.2. ISSR Analizleri

ISSR tekngi 19 farkli cay genotipinde karakterizasyonun venegi iliskilerini
belirlemek icin kullaniimgtir. Bu teknikte 21 ISSR primeri denerymie 15 ISSR primeri
calisma boyunca kullanilngtir. Tlgili ISSR primerlerine ait veriler tablo 5'de vémiistir.
PCR sonucunda elde edilen PCR drlnleri % 1,4'lidkag jelde DNA ladder (1 kb DNA
Ladder, New England Biolab, USA) kullanilarak vyiidérek gorinttlenngtir.
Amplifikasyon drtnlerinin jel gorunttleSekil 4 —Sekil 18'de verilmitir.
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Sekil 4. (CT)sGG ISSR primeri ile olgturulan amplifikasyon drtnlerinin %1,4’10k
AGE goruntusit. Sirasi ile genotiplerin isim lisigsiDerepazari-7, 2.
Pazar-20, 3.Muradiye, 4. Gungttu, 5. Fener-3, 6. Blali-10, 7. Enstitl-
1, 8. Enstitu-2, 9. Hamza Bey, 10.Hayrat, 11. Qayt. Ardeen, 13.
Findikli, 14. Pazar, 15iyidere, 16. Derepazari, 17. Universite, 18.
Universite-2, 19Camellia olifera M. Marker(1 kb)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 M

=
¥ |

—

Sekil 5. (AC)sG ISSR primeri ile olgturulan amplifikasyon Urinlerinin %1,4’10k
AGE goruantisu. Sirasi ile genotiplerin isim liste$i Derepazarl-7, 2.
Pazar-20,3. Muradiye, 4. Gungthu, 5.Fener-3, 6. ®lali-10, 7. Enstiti-
1, 8. Enstiti-2, 9.Hamza Bey, 10. Hayrat, 11. GQayEl. Ardeen, 13.
Findikh, 14. Pazar, 15lyidere, 16. Derepazari, 17. Universite, 18.
Universite-2, 19Camellia olifera M. Marker(1 kb)
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 M

Sekil 6. (AC)sC ISSR primeri ile olgturulan amplifikasyon drtnlerinin %1,4’l0k
AGE goruntusu. Sirasi ile genotiplerin isim lisie$i Derepazari-7, 2.
Pazar-20,3. Muradiye, 4. Gungthu, 5.Fener-3, 6. Blah-10, 7. Enstiti-
1, 8. Enstitu-2, 9.Hamza Bey, 10. Hayrat, 11. Qayt. Ardeen, 13.
Findikli, 14. Pazar, 15lyidere, 16. Derepazari, 17. Universite, 18.
Universite-2, 19Camellia olifera M. Marker(1 kb)

7 8 0 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 M

Sekil 7. (AC)sTG ISSR primeri ile olgturulan amplifikasyon Granlerinin %1,4°l4k
AGE goruntusid. Sirasi ile genotiplerin isim listes. Derepazari-7, 2.
Pazar-20,3. Muradiye, 4. Gungthu, 5.Fener-3, 6. Blali-10, 7. Enstitu-
1, 8. Enstiti-2, 9.Hamza Bey, 10. Hayrat, 11. GayEl. Ardeen, 13.
Findikh, 14. Pazar, 15lyidere, 16. Derepazari, 17. Universite, 18.
Universite-2, 19Camellia olifera M. Marker(1 kb)
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Sekil 8. (AC)sCG ISSR primeri ile olgturulan amplifikasyon Uriinlerinin %1,4’'l0k
AGE goruntusu. Sirasi ile genotiplerin isim lisie$i Derepazari-7, 2.
Pazar-20,3. Muradiye, 4. Gungthu, 5.Fener-3, 6. ®lali-10, 7. Enstitl-
1, 8. Enstitu-2, 9.Hamza Bey, 10. Hayrat, 11. Qayt. Ardeen, 13.
Findikli, 14. Pazar, 15iyidere, 16. Derepazari, 17. Universite, 18.
Universite-2, 19Camellia olifera M. Marker(1 kb)

"N N RN R R R R | A A R R E R R R R

Sekil 9. G_(AC) ISSR primeri ile olgturulan amplifikasyon trtnlerinin % 1,410k
AGE goruntisu. Sirasi ile genotiplerin isim liste$i Derepazarl-7, 2.
Pazar-20,3. Muradiye, 4. Gungthu, 5.Fener-3, 6. Blali-10, 7. Enstitu-
1, 8. Enstiti-2, 9.Hamza Bey, 10. Hayrat, 11. GayEl. Ardeen, 13.
Findikh, 14. Pazar, 15lyidere, 16. Derepazari, 17. Universite, 18.
Universite-2, 19Camellia olifera M. Marker(1 kb)
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Sekil 10. (GT)sC ISSR primeri ile olgturulan amplifikasyon trtnlerinin %1,4’l0k
AGE goruntusu. Sirasi ile genotiplerin isim listesi Derepazari-7, 2.
Pazar-20,3. Muradiye, 4. Gurgthu, 5.Fener-3, 6. @ali-10, 7. Enstitl-
1, 8. Enstitd-2, 9.Hamza Bey, 10. Hayrat, 11. Qaye&l. Ardeen, 13.
Findikli, 14. Pazar, 15lyidere, 16. Derepazari, 17. Universite, 18.
Universite-2, 19Camellia olifera M. Marker(1 kb)

Sekil 11. (CTC) ISSR primeri ile olgturulan amplifikasyon trinlerinin %1,4’l0k
AGE goruntusu. Sirasi ile genotiplerin isim listesi Derepazari-7, 2.
Pazar-20,3. Muradiye, 4. Gurgthu, 5.Fener-3, 6. @ali-10, 7. Enstitl-
1, 8. Enstitd-2, 9.Hamza Bey, 10. Hayrat, 11. Qaye&l. Ardeen, 13.

Findikli, 14. Pazar, 15lyidere, 16. Derepazari, 17. Universite, 18.

Universite-2, 19Camellia olifera M. Marker(1 kb)
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Sekil 12. (GAA)s ISSR primeri ile olgturulan amplifikasyon dridnlerinin %1,4°ltk
AGE goruntusi. Sirasi ile genotiplerin isim listesi Derepazari-7, 2.
Pazar-20,3. Muradiye, 4. Gungthu, 5.Fener-3, 6. Blali-10, 7. Enstitu-

1, 8. Enstiti-2, 9.Hamza Bey, 10. Hayrat, 11. Gayél. Ardeen, 13.
Findikh, 14. Pazar, 15lyidere, 16. Derepazari, 17. Universite, 18.
Universite-2, 19Camellia oliferg M. Marker(1 kb)

90 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 M

AR ” r

Sekil 13. (CAG)s ISSR primeri ile olsturulan amplifikasyon drinlerinin %1,4°ltk
AGE goruntusi. Sirasi ile genotiplerin isim listesi Derepazari-7, 2.
Pazar-20,3. Muradiye, 4. Gungtlu, 5.Fener-3, 6. Blali-10, 7. Enstitu-

1, 8. Enstitd-2, 9.Hamza Bey, 10. Hayrat, 11. Gayél. Ardeen, 13.
Findikh, 14. Pazar, 15lyidere, 16. Derepazari, 17. Universite, 18.
Universite-2, 19Camellia oliferg M. Marker(1 kb)
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Sekil 14. (CAG)GT ISSR primeri ile olgturulan amplifikasyon urunlerinin
%1,4'luk AGE goruntast. Sirasi ile genotiplerin misilistesi, 1.
Derepazari-7, 2. Pazar-20,3. Muradiye, 4. Gigddp 5.Fener-3, 6.
Tuglali-10, 7. Enstiti-1, 8. Enstiti-2, 9.Hamza Be{, Hayrat, 11.
Cayeli, 12. Ardeen, 13. Findikli, 14. Pazar, 1yidere, 16. Derepazari,
17. Universite, 18. Universite-2, 1@amellia olifera M. Marker(1 kb)

7 & 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 Al

Sekil 15. (CAA)¢G ISSR primeri ile olgturulan amplifikasyon drunlerinin
%1,4'luk AGE goruntast. Sirasi ile genotiplerin misilistesi, 1.
Derepazari-7, 2. Pazar-20,3. Muradiye, 4. Giddp 5.Fener-3, 6.
Tuglali-10, 7. Enstiti-1, 8. Enstiti-2, 9.Hamza Be{, Hayrat, 11.
Cayeli, 12. Ardeen, 13. Findikli, 14. Pazar, 1yidere, 16. Derepazari,
17. Universite, 18. Universite-2, 1@amellia olifera M. Marker(1 kb)
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Sekil 16. (GATA); ISSR primeri ile olgturulan amplifikasyon drinlerinin
%1,4'luk AGE goruntust. Sirasi ile genotiplerin msilistesi, 1.
Derepazari-7, 2. Pazar-20,3. Muradiye, 4. Gigddo 5.Fener-3, 6.
Tuglali-10, 7. Enstiti-1, 8. Enstiti-2, 9.Hamza Be{. Hayrat, 11.
Cayeli, 12. Ardeen, 13. Findikli, 14. Pazar, 1i§idere, 16. Derepazari,
17. Universite, 18. Universite-2, 18amellia oliferg M. Marker(1 kb)

Sekil 17. (CTGA), ISSR primeri ile olgturulan amplifikasyon drinlerinin
%1,4'luk AGE go6runtust. Sirasi ile genotiplerin msilistesi, 1.
Derepazari-7, 2. Pazar-20,3. Muradiye, 4. Gigddo 5.Fener-3, 6.
Tuglali-10, 7. Enstitu-1, 8. Enstiti-2, 9.Hamza Be{. Hayrat, 11.
Cayeli, 12. Ardeen, 13. Findikli, 14. Pazar, 1i§idere, 16. Derepazari,
17. Universite, 18. Universite-2, 1G@amellia oliferg M. Marker(1 kb)
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Sekil 18. (GACA),T ISSR primeri ile olgturulan amplifikasyon drunlerinin
%1,4'luk AGE goruntusu.. Sirasi ile genotiplerinims listesi, 1.
Derepazari-7, 2. Pazar-20,3. Muradiye, 4. Gigddo 5.Fener-3, 6.
Tuglali-10, 7. Enstiti-1, 8. Enstiti-2, 9.Hamza Be{. Hayrat, 11.
Cayeli, 12. Ardeen, 13. Findikli, 14. Pazar, 1i§idere, 16. Derepazari,
17. Universite, 18. Universite-2, 18@amellia oliferg M. Marker(1 kb)
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3. 2. 1. Benzerlikindeksi ve Genetikiliski Dendogrami

Benzerlik indeksi formuline dayanarak klonlar at@nzerlik oranlari Tablo 6’da verilgtir.

Tablo 9. Cay varyetelerine ait benzerlik indeksi 1. DerepaZa2. Pazar-20,3. Muradiye, 4. Gugda, 5.Fener-3, 6. ®lali-10, 7.
Enstiti-1, 8. Enstitli-2, 9.Hamza Bey, 10. Hayrat, Qayeli, 12. Ardgen, 13. Findikli, 14. Pazar, 1idere, 16. Derepazari,
17. Universite, 18. Universite-2, 18amellia olifera

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

1 |1 0,518 {0,549 0,458 |0,514 | 0,456 (0,519 |0,491 |0,536 |0,595 |0,550 |0,535 |0,527 |0,553 |0,517 |0,549 |0,487 |0,520 | 0,230
2 1 0,649 |0,619 (0,634 |0,636 |0,616 |0,578 |0,557 |0,574 |0,606 |0,662 |0,577 |0,595 |0,554 |0,620 |0,616 |0,582 |0,279
3 1 0,561 |0,563 |0,585 | 0,551 0,545 |0,533 | 0,588 |0,594 |0,645 |0,583 |0,602 |0,572 |0,589 |0,647 |0,611 | 0,313
4 1 0,610 |0,687 (0,632 |0,610 | 0,565 |0,551 |0,680 |0,610 (0,614 |0,572 {0,642 |0,613 |0,607 |0,605 |0,242
5 1 0,624 0,589 |0,639 |0,555 |0,576 |0,683 |0,615 |0,630 |0,615 {0,618 (0,613 |0,613 | 0,613 |0,299
6 1 0,616 |0,572 (0,632 |0,513 |0,636 (0,636 |0,638 |0,638 0,598 |0,624 0,632 |0,568 |0,261
7 1 0,716 |0,580 (0,547 |0,651 |0,683 (0,579 |0,642 |0,610 |0,606 |0,622 |0,559 |0,237
8 1 0,608 |0,523 0,671 |0,608 |0,647 0,662 |0,651 |0,622 |0,633 |0,536 |0,224
9 1 0,541 |0,652 (0,597 |0,576 {0,659 (0,571 |0,593 |0,610 |0,501 |0,196
10 1 0,601 | 0,584 |0,544 |0,613 |0,511 | 0,567 |0,566 |0,538 |0,251
11 1 0,682 |0,662 0,697 |0,743 {0,685 0,670 |0,704 |0,310
12 1 0,648 |0,706 |0,642 |0,658 | 0,650 |0,593 |0,252
13 1 0,704 0,677 |0,665 |0,599 |0,639 |0,296
14 1 0,618 |0,728 (0,699 |0,621 |0,285
15 1 0,645 | 0,621 0,597 |0,283
16 1 0,666 |0,638 |0,297
17 1 0,662 | 0,305
18 1 0,344
19 1
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Yukarida elde edilnsi olan benzerlik indeksi'ne goére klonlar arasindgknetik
benzerliklere dayali dendogram verileriyse, Roi®g8) tarafindan gelirilen NTSYS-
Pc(Numerical Taxonomy and Multivariation Analysiysg&m, Version 2.0) programi
kullanilarak “UPGMA (Unweighted Pair Group Methodithv Arithmetic Mean)
Cluster’analizi ile belirlennstir (Sekil 19).
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Sekil 19. Cay varyeteleri arasinda ki benzerlik indeksireyahilarak cizilen
dendogram. 1. Derepazari-7, 2. Pazar-20,3. MuradgeGundgdu,
5.Fener-3, 6. Tglah-10, 7. Enstiti-1, 8. Enstiti-2, 9.Hamza Be®, 1
Hayrat, 11. Cayeli, 12. Arden, 13. Findikli, 14. Pazar, 1¥idere, 16.
Derepazari, 17. Universite, 18. Universite-2, @@mellia olifera

ISSR analizleri sonucunda elde edilen dendograrkddoginda cay genotiplerinin
iki ana dala ayrildiini gérmekteyiz. Bu dallarin birincisinde birbirir®59 benzerlikle
Derepazari7 ve Hayrat genotiplerinin yer gidve diger genotiplere %54 oraninda
benzedii gorulmektedir.

Ikinci ana dalda Hamzabey genotipinin %58 benzerlidiser 15 genotipten
ayrildigini gérmekteyiz. Kalan 15 genotipin dendogram gjade yerlgimi su sekildedir.
Pazar20 ve Muradiye genotipleri birbirlerine %65bemekte kalan 13 genotipe %60
oraninda benzemektedir. Yine 13 genotipin icerisigiindgdu ve Tglal genotipleri
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birbirlerine %68,5 oraninda benzemekte ve kalamgdriotip ile %61,5 oraninda benzerlik
gostermektedir.%72 oraninda birbirine benzeyen ittristve Enstiti2 genotipleri %62
benzerlik ile dger klonlardan ayrilngi yine % 62,5 benzerlikle Fener3 genotipi kalan 8
genotipten ayrilngtir. Kalan genotipler icerisinde birbirine %65 berlk gdsteren
Universite ve Universite2 kodlu genotipler kalamggplere %64 benzerlikle ayrilgtir.
Dendogramin %74 ile en yiksek benzerlik indeksiadis olan Cayeli velyidere
genotipleri kalan 4 genotipten %66 benzerlikle laygtir. Pazar ve Derepazari genotipleri
birbirlerine  %72,5 oraninda benzemekte Findikli aggn ile %68 benzerdi
bulunmaktadir. Findikli, Pazar ve Derepazari geteii Ardesen kodlu genotipe %67
oraninda benzemektedir.

Analiz esnasinda gigrup olarak kullanilanCamellia olifera’ nin Ulkemizde

yetismekte olan ¢ay genotiplerine %26,5 oraninda begzgdriulmektedir.
3.3 SCAR Analizleri
3.3. 1. ISSR G(AC} Primeri ile Cogaltilan Fragmentin Baz Analizinin Belirlenmesi

ISSR-G(AC} primer ile Tglah 10 ve Enstiti 1 adh cay orneklerindengglhilan
PCR Urtnlerinin pGEM-T easy vektorine klonlanmasahlmistir. Iki cay kiltivarindan

elde edilen siranin katastirilmis hali Sekil 20’deki gibidir.
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Query 1 Gacacacacacacacac COOATCTEETTTTCCCAGTCCAATACACAATCACAATTTTAAC 60

R AR R R AR NN AR AR
Sbjct 1 GACACACACACACACACCCOETCTARTTTTCCCAGCTCAATACACAATCACAATTATAAC 60

Query 61 CTCAAGTAGTAGA- CATGATATTG:- - - - AAATAAAT- AA- AGA- - GCCTAAGITGGATGIT 111

RN AN RN S A A
Sbjct 61  ATCAAGTAGTAAAGCATGATACTCAAATAAATAAATAAATAAATGGTTAAGTTAGATGTC 120

Query 112 AGTAAACTAGAAGTCCCCCAAAGAGATTTCGTCCTCCCGACCACAAGAATCGGACGCGGA 171

R R A R A A A A R AR AR AR A
Sbjct 121 AGTAAACTAGAAATCCCCCAAAGAGATTTTGTCATCCCAACCACAAGAATCGGACGOGGA 180

Query 172 TTATTCGGTATGCACCCTCTTTTGCTGCTTTGITGCAGAACTAACCTCGGATGCCTACCA 231

RN A R R A A AR AR R
Sbjct 181 TTATTCGGTATGCCCTCTCTTTTGCTGCTTTATTGCAGAACTAACCTCGGATGCCTACCA 240

Query 232 ACGGTTATGTACCACGTAGCGCCAACCGTAGGGCCTCAAAAGAGACGGTAAAATAAGECG 291

R A R A A A R R AR AR AR
Sbj ct 241 ACGGTTATGTACCGOGTAGCGCCAACCACAGGGOCT CAAAAGAGACGGTAAAATAGGGCC 300

Query 292 TTGCTTGAATCCCTCCTCACAACAAAACACCTAGGGTCCGAATACAACCACTTCGTTCAA 351

RN U A A A A AR AR A
Sbj ct 301 TTGOCCGAATCCCTCCT TACACCAAACCACCTAGGGT TCGAATACAACCGCTCCGTTCAA 360

Query 352 GGGTCCCGAAAACCACTTGCGCAAGACTATAATTTCCAAATAGGGAATGCATCCCAACAA 411

R R A A e R AR A
Sbj ct 361 GGGTTCOGAAAACCACT TGTGCAGGACT TTAACTTTTAAATAGGGAACGCATCCCATCAT - 420

Query 412 ACCATATATTACATATTCTCATCTTTTTATTACTCAAGTGTTCGAAAACACAATACCCTC 471

LEEEEETE T e e et et il |
Sbj ct 421 ACCATATACCACATATTCTCATCTTTTTATTACTCAAATGTTCGAAAACCCAGTACCCAC 480

Query 472 CCTATTAGGTTTCCCGTTAAATTAAATGT TTTAAATCGAGGT TAGTCCAACTTA- CAAGA 530

LR e et e e e e e |
Sbjct 481 CCAATTAGGTTTCCOGT TGAATTAAGIGTTTTAAGT CAAGGT TAGTCCAACTAAACGATA 540

Query 531 CAATAATATCCATATAAGCATGCATTCTTAAGATGAGAAGGGTAAATAACATAACCACAA 590

N N R A R A N AR AR AN
Sbjct 541 AAATAAAATTCACATAAGCATGOCTCCTCAAGATAAGAAGA- TAATTAACATAAC- ATAC 598

Query 591 CACATATAATATCATGCCAAGATATGATCATAAGCTAATAACAAATCT- CATGAACTCAA 649

| AL I L I o v O A MM Ak
Sbjct 599 C CATACAACATTATGCCAAGATATGATAATAGGCCA- TGAAACATTTTCATGAATACAA 656

Query 650 GGGCATAAAACATCCACACATAACACAATTTCCAGATTTAGTATCGCATAAAGATTAAAA 709

R R N A AN AR A e A A .
Sbjct 657 GGGTATAAAACATCCAAACATAACA- AATTTCCAAATTTAACATCACATGAAGGTTAATA 715

Query 710 TGAAAGGACTATTTTAGATCTTTCACCAGACTCGGECCTTTCT- ATAGCTCGTAGAGAATT 768

R A A A A A A
Sbjct 716 TGGAAGGACTACTTAGGT TCATCCACCGGACTCGGT TTTCCTTATGGT TCGTAGAGAAAT 775

Query 769 TGATCTAGITTCTAGAACGTATTTCGCGAAATGCGATAGTCTTTCTAGATTTTAAGITATT 828

R AR A R A AR A A AN A
Sbjct 776 TTATCTAGTTCCTAAAACATTTTTCGGAAATGGGATTGCTTTTCCCGATTTTAAGTTATT 835

Query 829 TAGAAAA 835

LTI
Sbjct 836 TAGAAAA 842

Sekil 20. ISSR-G(AC)8 Primeri ile ggaltilan PCR Urlintnlerinden 6 ve 7 nolu érnekten
elde edilen siranin kgfastirilmasi.
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Sekil 20’de verilen nukleodit dizisine gkin doérdu forward biri reverse primer
olarak dizayni yapilgive PCR reaksiyonlarigercekieildi. Gelistirilen Primerlere ait jel
gorantaleriSekil 20-23’ de verilmgtir.

1 2 3 4 5 6 7 8 O 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Sekil 21. SCAR9F_6A 1 SCAR primeri ile ofturulan amplifikasyon Grinlerinin
%1,4'luk AGE goruntisu. Sirasi ile genotiplerin msilistesi, 1.
Derepazari-7, 2. Pazar-20,3. Muradiye, 4. Giddo 5.Fener-3, 6.
Tuglah-10, 7. Enstitu-1, 8. Enstitu-2, 9.Hamza Bey). Hayrat, 11.
Cayeli, 12. Ardgen, 13. Findikh, 14. Pazar, 1iidere, 16. Derepazari,
17. Universite, 18. Universite-2, 18amellia olifera

1 2 3 4 5 6 7 8 © 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Sekil 22. SCAR9F_6A_1 SCAR primeri ile odturulan amplifikasyon utrtnlerinin
%1,4'luk AGE goruntusid. Sirasi ile genotiplerin msilistesi, 1.
Derepazari-7, 2. Pazar-20,3. Muradiye, 4. Ggddo 5.Fener-3, 6.
Tuglali-10, 7. Enstitd-1, 8. Enstiti-2, 9.Hamza BeW. Hayrat, 11.
Cayeli, 12. Ardgen, 13. Findikli, 14. Pazar, 1fidere, 16. Derepazari,
17. Universite, 18. Universite-2, 1@amellia olifera
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Sekil 23.

[
[¥5)

Sekil 24.

5 6 7 8 o 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

SCAR9F_6A 1 SCAR primeri ile ofturulan amplifikasyon trinlerinin
%1,4'luk AGE goruntisu. Sirasi ile genotiplerin msilistesi, 1.

Derepazari-7, 2. Pazar-20,3. Muradiye, 4. Giddo 5.Fener-3, 6.
Tuglah-10, 7. Enstitu-1, 8. Enstitu-2, 9.Hamza Bey). Hayrat, 11.

Cayeli, 12. Ardgen, 13. Findikh, 14. Pazar, 1iidere, 16. Derepazari,
17. Universite, 18. Universite-2, 18amellia olifera

4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19

SCAR9F_6A_1 SCAR primeri ile ofturulan amplifikasyon trinlerinin
%1,4'luk AGE goruntusid. Sirasi ile genotiplerin msilistesi, 1.

Derepazari-7, 2. Pazar-20,3. Muradiye, 4. Ggddo 5.Fener-3, 6.
Tuglali-10, 7. Enstitd-1, 8. Enstiti-2, 9.Hamza BeW. Hayrat, 11.

Cayeli, 12. Ardgen, 13. Findikli, 14. Pazar, 1&idere, 16. Derepazari,
17. Universite, 18. Universite-2, 1@amellia olifera
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4. TARTI SMA

Bitki genotiplerinin tanimlanmasinda DNA izolasyog@intemi dolayisiyla DNA
kalitesi baariy! etkileyen en 6nemli dlgtlerden biridir.Bu eete PCR uygulamalarinda
kullanacg@imiz saf DNA’ nin eldesinde Favor Prep Plant GermoDINA Ekstraction Mini
Kit firmanin ongordgu sekilde kullaniimstir. Boylece az miktarda taze yaprak dokusu
ornesi ile oldukcga saf yuksek kalitede genomik DNA ksisrede izole edilmgtir. ISSR
tekniginin en Genemli avantajlarindan biri az miktarda ADNle sonug¢ verebilmesi
oldugundan kullandiimiz izolasyon yontemi oldukca ¢za1li olmustur.

Arastirmamizda kullanggmiz cay varyeteleri Rize Cay ve Bahge Kdulturleri
Arastirma Enstitisi’ den temin edilen 11 ana¢ ve Rlzeva cevre ilcelerden rastgele
sekilde orneklenmgiir. Béylece hem anac turlerin hem de farkh babgd yegen cay
genotiplerinin kagilastiriimistir. Calsmamizda kullangamiz ISSR tekrdinin bu tir
calismalarda siklikla kullanilan RFLP, SSR ve AFLP gigbntemlere nazaran
tekrarlanabilir olmasi, radyoakti§aretlemeye ihtiya¢c duymamasi,sdid maliyetli ve her
laboratuvarartinda cakilabilir olmasi nedenleriyle tarafimizdan tercihileulstir. Her bir
ISSR PCR reaksiyonu en az iki defa tekraralanme sonuclarin ayni olgu teyit
edilmistir. ISSR teknginin RAPD tekngine gotre tekrarlanabiligh daha dstin oldiu
birkez daha gorulmgitr. Ayrica Yalim (2005) ve Tanyola¢ (2003)'indalilig gi gibi
RAPD analizine gore toplam ve polimorfik bant sayRAPD camalarina gore daha az
oldugu tarafimizdan da gorulngiiir (RAPD calgmalari laboratuvarimizda ayri bir gaha
olarak yapilmgtir).

ISSR primerleri daha 6nce yapikmalismalara gore ¢cay genotipleri arasinda en iyi
ayrim sonucunu veren primerlerden segjtini On calsmalar ile gerek PCRsartlari
gerekse secilen primerlerin tim genotilerde sonergpvvermedii denenmgtir. Boylece
hem Tirk cay varyetelerinde ¢gan primerler belirlenmgi hem de bu primerlere 6zgu
optimum PCRsartlari belirlenmgtir. On calsmalarimiz sonucunda 21 ISSR primerinden
tum varyetelerimizde c¢glbilen 15 ISSR primeri belirlengiwve kullaniimsgtir.

Yapilan ISSR analizlerinden glurulan dendograma gére en yuksek benzerlikleri
% 74 ile Cayeli dyidere varyeteleri, %72,5 ile Pazar - Derepazaryeileri ve %72 ile
Enstitt 1 - Enstitt 2 ve %68,5 ile Gungda - Twlal varyeteleri gdstermektedir.
Birbirine en yakin grup icerisinde Argen - Findikli - Pazar varyetelerii yer almaktadir.
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Dendogramda gorilenghr ikili dallamalarda %65 ile Pazar 20 — Muradilgee Wniversite
1 - Universite 2 ciftleri ve %59 ile Derepazari 7Hayrat varyeteleri gdstermektedir.
Birbirine %59 benzeyen Derepazari 7 — Hayrat &4 benzerlik ile dier tim cay
genotiplerinden ayrilmaktadi€amellia oliferaise Camellia sinensis- Camellia assamica
hibritleri olan ¢algmamaizda kullangimiz gay varyetelerinden %26,5 benzerliklg ghup
olarak ayrildg gorulmektedir. Dendograma gére ayngi@di bolgeyi paylaan Cayeli —
Ardesen — Findikli — Pazar varyetelerinin %66, Gigdlo— Twglah varyetelerinin %68,5
ve Derepazari — Hayrat varyetelerinin %59 bengedirilmektedir. Farkli cgrafi
bdlgelerde yettiriimekte oldiwgu halde ¢ift olgturmus olan Pazar 20 — Muradiye, Cayeli —
lyidere, Pazar — Derepazari ciftlerinin ise celiktetiimediklerinden dolay! dml olarak
gozlemlenen seksiel acilim dolayisiyla benzer banérmesi sebebiyle birbirine yakin
benzerlikte oldgu disinulmektedir.

G_(AC) ISSR primeri ile 2 farkli cay bitkisinden elde ledi Tuslali 10 ornei
1467, Enstiti 1 Orrg ise 1525 nukleotitlik homolog bdlgelerin niklgosayilari farkli
olmasina ramen %85 benzer olmasi ayni buyuklikte gézlenen 188/ profillerinin
nikleotit seviyesinde farklihk gostegiii gostermstir. Dolayisiyla bant profili olarak
birbirinin aynisi gibi gérinmelerine gmen aslinda homolog fragmentler baz dizi analizi
yapildginda oldukca polimorfizim ggayabilecgi tesbit edilmgtir. Bu polimorfizmden
yararlanilarak cagilan 6rnekte ki her bir 6rnek icin spesifik bir ¢ gelitirilebilir.
Ancak bu cakmadaki hizli denemelerimizde 9 nolu primer ile elei@ilen nikleotit
verilerine dayandirlarak dizayn edilen spesifik imgrler ile istenilen sonuca
ulagilamamstir. Ancak baz dizi analizi neticesinde en azin@anolu ISSR primerin cay
genomunda hangi genomik bolgeygetitig! tespit edilmgtir.

Sonug olarak basit, ekonomik ve tekrarlanabilirlidgmden dolayl ISSR analizleri
ile Turkiye’'de vyetgtiriimekte olan c¢ay genotiplerinin birbirlerindenyrdabilecesi

goralmastar.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calsmada Rize ilinde yetiiriimekte olan cay varyeteleri ile Rize Cay ve Bah
Kaltarleri Arastirma Enstitisu tarafindan belirlergrgay varyeteleri arasinda ki benzerlik
DNA seviyesinde ISSR - PCR teknile belirlenmeye cagtimistir. Calsma sonucunda
elde edilen sonuclau sekilde 6zetlenebilir:

1- Elde edilen benzerlik oranlari dikkate aligihda Orneklerin ekolojik olarak

birbirleriyle balantili olabilecgi gorulmustdr.

2- Varyetelerin ayirnminda daha onceki galalarda kullanilmy olan 21 ISSR
primerinin 15 tanesinin Turk ¢ay genotiplerindel&nllabilecgi belirlenmitir.

3- Onbe ISSR primerinin 12 tanesinin polimorfik olgw bulunmuytur.

4- ISSR analizleri sonucunda Derepazari 7 ve Hayrdtinig diger cay
varyetelerinden ayrilgi goralmistar.

5- ISSR tekngi, cay varyetelerinin ayriminda kullanilabilgegoralmustar.

Calismamizdan elde edilen sonuglarin daha ileri gotbiliteesi icin gagidaki
Oneriler dikkate alinabilir:

1- ISSR analizleri sonucunda elde edilen bant profillekullanilarak
gelistirilebilecek SCAR markirlari sayesinde genotip behigi daha ayrintili
arastirlabilir.

2- Cay genotiplerinin ayiriminda farkli DNA markirldirlikte kullanilarak ayrim
gensletilebilir.

3- Cay tariminin gele@e yonelik iyilsstiriimesinde genotip ayiriminin yukaridaki
Oneriler ile kisa zamanda tamamlanmasi ve islaigngalarina katki yapmasi
gereklidir.

ISSR primerleriyle elde edilen bant profillerinderararlanilarak kuiltavarlara

spesifik primerlerin gedtiriimesinde ¢ok sayida bandin incelenmesi gerekeaukk
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