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OZET

TURKIYE’DE YETISTIRILEN CAY (Camellia sinensis L.)
GENOTIPLERININ ISSR MARKORLERI YARDIMIYLA AYRIMI
BURCIN YOGURTCU

ORDU UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BAHCE BITKILERI ANABILIM DALI
YUKSEK LiSANS TEZI, 35 SAYFA

(TEZ DANISMANTI: Dog. Dr. AHMET AYGUN)

Calisma, tilkemizde cay yetistiriciligi yapilan Karadeniz Bolgesindeki farkl: illerden
toplanan 18 cay (Camelliya sinensis L.) genotipi ve 6 ¢esidin genetik ¢esitliliginin
tespit edilmesi amaci ile yapilmistir. Cay genotiplerinin CTAB yontemine gére DNA
izolasyonu yapilmistir. 59 adet ISSR primeri ile tim DNA Ornekleri i¢in PCR
yapilmistir. Bu primerler igerisinden cay genotipleri arasinda genetik iliskiyi
belirlemek amaciyla polimorfik olarak belirlenen 15 adet ISSR primeri kullanilmistir.
PCR islemleri sonucunda olusan bantlardan polimorfizm orant %77 belirlenmistir.
PCR ¢alismalari ile elde edilen triinlerin analizi sonucu ISSR primerde 109 adet bant
elde edilmistir Elde edilen bantlar var (1) ve yok (0) seklinde skor edilerek bunlarin
dosyalar1 olusturulmustur. Elde edilen bant sonuclarina gore genetik iliski
dendrogrami olusturulmustur. Olusturulan dendrograma gore ¢ay genotipleri arasinda
yiksek benzerlik gosterdikleri tespit edilmistir. Calisma sonucunda Karadeniz
Bolgesine ait ¢ay genotiplerinin sahip oldugu genetik ¢esitlilik molekiiler markdrler
ile ortaya konulmustur.

Anahtar Kelimeler: Camellia sinensis L., Genotip, Markoér, ISSR.



ABSTRACT

CHARACTERIZATION OF TEA (Camellia sinensis L.) GENOTYPES
GROWN IN TURKEY BY ISSR MOLECULAR

BURCIN YOGURTCU

ORDU UNIVERSITY GRADUATE SCOOL OF NATURAL AND APPLIED
SCIENCES DEPARTMENT OF

HORTICULTURE
MASTER THESIS, 35 PAGES

SUPERVISOR: TITLE, Assoc. Prof. AHMET AYGUN

The aim of this study was to determine the genetic diversity of 18 tea (Camellia
sinensis L.) genotypes and 6 varieties collected from different provinces in the Black
Sea region of Turkey. DNA isolation was performed according to the CTAB method
of tea gonotips. PCR was performed for all DNA samples with 59 ISSR primers. In
order to determine the genetic relationship between tea genotypes among these
primers, 15 polymorphic ISSR primers were used. At the end of the PCR procedures,
the polymorphism rate was determined as 77% from the bands formed. As a result of
the analysis of products obtained by PCR studies, 109 bands were obtained in ISSR
polymer. The obtained bands were scored as (1) and none (0) and their files were
created. Genetic dendrogram relation dendongram was formed according to the
obtained band results. Genetic diversity of tea genotypes of the Black Sea region was
determined by molecular markers.

Keywords: Camellia sinensis L., Genotype, Markers, ISSR.
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1. GIRIS

Tiirkiye, bitki cgesitliligi bakimindan diinyada onde gelen iilkeler arasinda yer
almaktadir. Anadolu, birgok bitki tiiriiniin gen merkezi veya dogal yayilig alan1 iginde
bulunmaktadir. Ulkemiz sahip oldugu ekolojik &zellikler dolayis1 ile diinyada
yetistiriciligi yapilan yaklasik 138 meyve tiirlinden 16’s1 suptropik olmak {izere 75
meyve tiirliriiniin yetistiriciligine ev sahipligi yapmaktadir. Bu meyve tiirlerinden ¢ay
(Camellia sinensis), caygiller (Theaceae) familyasindan nemli iklimlerde yetisen,

yaprak ve tomurcuklari icecek maddesi tiretmekte kullanilan bir meyve tiirtidiir.

Yesil cay, Siyah ¢ay, ve Oolong ¢ay1 olmak iizere farkli oksidasyon seviyelerinden
gegirilerek tiretilmektedirler. Diger yandan Kukicha cay1 (siirgilin ¢ay1) yapraklardan
ziyade siirgiin ve govdeden elde edilir. Anavatan1 Giiney ve Giineydogu Asya
olmasina karsin diinya iizerinde tropical ve subtropikal bolgelerde de
yetistirilmektedir. Tarim amagh yetistirilenler 2 m'in altinda kiiciik agac
goriinimiinde ve her dem yesil olan bitkilerdir. Serbest birakildiginda 9 m boyunda
bir aga¢ formunu kazanir. Kuvvetli ana koke sahiptir (Anonim, 2015). Diinyada yas
cay lretim alanlar1 yaklagik 5 milyon 561 bin hektar olup 45 iilkede cay iiretimi
yapilmaktadir. En biiyiik ilk 7 iiretici lilke, diinya cay iiretiminin yaklagik %84 iinii
karsilamaktadir. Diinya kuru c¢aymimn %36’s1 Cin’de, %4’i ise Tirkiye’de
tiretilmektedir (Anonim, 2018).

Tirkiye’de ¢ay tarimi Zihni Derin’nin 1923 yilinda Batum’a yapmis oldugu gezide,
cay bahgelerini ve fabrikalarini inceleyip Rus bahgivanlarla beraber ¢ay tohumlari ve
fidanlar1 ile Rize’ye gelmesi ile baslar. Boylece fidanlik kurulmus olur (Stizek, 2017).
Daha sonra Rize’den Dogu Karadeniz Bolgesi’nde bulunan Artvin, Trabzon, Giresun
ve Ordu illlerine kadar yayilma gostermektedir. Bu bolgelerin dikili ¢ay alanlarinin
%65°1 Rize, %21°1 Trabzon, %111 Artvin, %2’isi Giresun ve %1°i Ordu ilinde olmak
tizere toplam 82 505 dekar alanda 212 692 ¢ift¢i ¢ay tarimi yapmaktadir. Her
yil bolgede 22 331 ton civarinda yas ¢ay yapragi hasat edilmektedir. Elde edilen bu
miktardaki yas yapraktan yaklasik olarak 220 000-230 000 ton arasi kuru ¢ay iiretimi
saglanmaktadir (Anonim, 2016). Giiniimiizde gay bitkisi iiretimi ¢ogunlukla tohum ile

yapilmakta, fakat tohum ile ¢ogaltim genis genetik varyasyon, farkli verim ve kalite



ozelliklerine sahip bitkiler meydana getirmistir. Bu farklilik da bitkide yakin ve uzak
akrabaliklarin ortaya ¢ikmasina neden olmustur, genetik farkliliklar arastiricilar
tarafindan degerlendirilmektedir (Kafkas ve ark., 2009). Bu farklilik genetik agidan
onemli iken yetistiricilik agisindan olumsuz bir etkiye sahiptir. Islahg1 agisindan
Ooneme sahip bu varyasyon olumlu yonde degerlendirilebilir. Olusmus populasyondan
iistlin 6zellik gosteren bireylerin morfolojik 6zelliklerine bakilarak secilmesi ile yeni
cesitler ortaya cikarilabilmektedir. Ancak morfolojik karakterler yetistiricilik ve
ekolojik faktorlerden etkilenmekte ve bunun yaninda seleksiyon 1slah1t uzun yillar

almaktadir.

Bu seleksiyon daha sonraki yillarda biyokimyasal markdrler kullanilarak
yapilmaktaydi ancak polimorfizmin ve izoenzim sisteminin yetersiz olmasi bu
yonteminin  kullanimint ~ sinirlandirmistir  (Tanksley, 1983). 1900°li  yillarin
ortalarindan sonra DNA’nin varliinin tespiti ve biyokimyasal mekanizmasinin
anlasilmasi ile birlikte molekiiler biyoloji ve molekiiler markor teknikleri bityiik bir
hizla gelismeye baslamistir. Kromozom iizerinde yer gosteren bir isaret veya kiigiik
bir DNA pargast molekiiler markor olarak adlandirilmaktadir. Bu isaret; gen, genin
bir pargast ya da genler arasi bir bolgedeki DNA dizisi olabilmektedir. Bu farkli
dizilimdeki DNA uzunluklari farkli teknikler ile bitkilerin ayriminda kullanilmaktadir.
Boylece bitkilerin genetik yapilarinin aydinlatilmasi, molekiiler karakterizasyon, gen
haritalarinin  ¢ikarilmasi, genetik akrabaliklarinin oraya ¢ikarilmasi, melezlerin
kontrolu, erken seleksiyon ve mutasyonlarin tespiti ¢alismalarinda yeni bir donem
baslamasia yol agmustir. Dogadan toplanan bitkisel 6rneklerde ilk dnceleri morfo-
fizyolojik dzelliklerin incelenmesiyle genetiksel varyasyonlar bulunmaya ¢aligilmis ve
bununla birlikte molekiiler seviyede genetiksel varyasyonu ortaya g¢ikaracak yeni
teknikler gelistirilmistir. Molekiiler biyolojide kullanilmaya baglanan teknikler bir¢ok
DNA markor tekniginin ortaya c¢ikmasii saglamistir. Hizla biiyliyen molekiiler
tekniklerin kullanimi, uygulamasi kolay daha genis bir yapiya biiriinmiistiir (Hiloglu,
2012).

Bitkilerde kullanilan markdrler tarihsel siraya gore morfolojik markdrler,
biyokimyasal markdorler ve molekiiler markorler olarak devam etmistir. Son yillarda

daha giivenli ve etkin bir sonu¢ vermesi bakimdan molekiiler markorler daha ¢ok 6nem



kazanmistir ve hizla yeni teknikler gelismistir. Molekiiler markorlerde kendi igerisinde
hibridizasyona dayali ve PCR dayali markoérler diye ayrilmaktadir ve farkli isimlerde
birgok teknik gelistirilmistir. Bitki biyoteknolojisi ve 1slahini tanimlamada kesin sonug
vermesi, uygulamada kolaylik ve ekonomiklik saglamasi molekiiler markorlerin yeni
tiplerinin bulunmasi ve gelistirilmesine yonelik ¢caligmalara halen devam edilmektedir
(Thomas ve ark., 2002). ilk olarak RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism) teknigi gelistirilerek ¢esit tamimlamada ve genetik haritalarin
¢ikartilmasinda kullanilmaya baslanmistir (Tanksley ve ark., 1989). Ancak RFLP
teknigi pahali, uzun ve yogun is gilcii ve radyoaktif madde kullanimin
gerektirdiginden dolay1 uygulamada yeterince etkin olmamistir. Bu teknikten sonra
PCR (Polymerase Chain Reaction) esasl teknikler gelistirilmis olup bunlarin basinda
RAPD (Random Amplified Polymorphic) molekiiler markor teknigi gelmektedir
(Williams ve ark., 1990). Zietkiewicz ve ark., (1994) tarafindan gelistirilen inter SSR
tekniginde hazir tretilmis olan 2’li, 3’li, 4’li ve 5’li tekrarlanan primerler
kullanilmaktadir. Ulkemizde cay alanlarinin olusturulmasinda bitkisel materyal olarak
tohum kullanilmigtir. Tohumdan olusturlan bahgelerde biiyiik oranda genetik
varyasyon ortaya c¢ikmaktadir. Bundan dolayr iilkemizdeki cay gen kaynaklarinin
belirlenmesi 6nem arz etmektedir. Bu arastirmada Tiirkiye’de yetistirilen c¢ay
alanlarindan temsili olarak segilen ¢ay genotiplerinin ISSR markorleri kullanilarak

ayrimlarini ortaya konmak amaglanmaigtir.



2. ONCEKI CALISMALAR

2.1 Meyve Tiirlerinde ISSR Teknigi ile Yapilan Calismalar

Potter ve ark., (2002) ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) molekiiler markor teknigi
kullanilarak Kaliforniya’da Wolfskill arastirma bahgesinde yer alan 48 ceviz (Juglans
regia) c¢esidi arasindaki genetik iliskileri belirlemislerdir. Calismada kullanilan 8
polimorfik ISSR primerin 48 adet ceviz ¢esidinin amplifikasyon sonuclarinda 54 bant
elde edilmis ve bunun 31 tanesi %57 polimorfizm gostermistir. Primer basina diisen
bant sayist 5 ile 9 arasinda degisirken, polimorfik bant sayisi ise 1 ile 7 arasinda
degisim gostermektedir. Arastiricilar, ISSR molekiiler markor tekniginin ceviz gesit
ve genotiplerinin tanimlanmasinda ve aralarindaki genetik iligkilerin belirlenmesinde
kullanilabilecegini ve RAPD ile benzer maliyete ancak daha fazla polimorfizme sahip

oldugu bildirmislerdir.

Zhebentyayeva ve ark., (2003) seftali i¢in gelistirilen 12 SSR (Simple Sequence
Repeat) molekiiler markoriinii kullanarak Avrupa, Cin ve Orta Asya kokenli kayisi
genotiplerini tanimlamislardir. Arastirmacilar UPGMA (Unweighted Pair Goups
Method with Arithmetic Mean)’ya dayali dendrogram sonucu Kayisinin kiiltiire
alimmasi 1ile ilgili farkli bolgelerin bulundugunu, incelenen genotiplerin saglandig
bolge ile iliskilerinin az oldugunu ortaya koymuslardir. Ayrica ¢calismada Cin kdkenli

genotiplerin Prunus armeniaca var. ansu Maxim alt tiiriinde yer aldig1 rapor edilmistir.

Erdogan ve ark., (2007) Ankara armudu klonlar1 arasindaki genetik farkliliklart RAPD
markor teknigi ile aragtirmislardir. Calismada kullanilan 25 adet primerden 2 tanesinde
amplifikasyon zayif olmus digerleri ise agik¢a okunabilen ve tekrarlanabilen bantlar
vermistir. Ancak arastirmada kullanilan genotipler arasinda yeterli polimorfizme

rastlanilamadig1 i¢in Ankara armudu klonlarinin genetik ayrimi yapilamamistir.

Yilmaz ve ark., (2009) Prunus cinsine ait 16 genotipin genetik cesitliligi ve
aralarindaki  filogenetik iliskiyi arastirmak amaciyla ISSR  markérlerini
kullanmiglardir. 20 ISSR markoriiyle PCR sonucunda polimorfizm orami %57 ile
%100 arasinda olan 180 polimorfik ISSR bandi elde etmislerdir. Jaccard benzerlik
indeksi kullanilarak UPGMA analizi ve temel bilesen analizi (principal coordinate

analysis=PcoA) gerceklestirilmis olup, analizler sonucunda kayisi genotiplerinin daha
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diisiik genetik varyasyon gosterdigi, kayisi ve erik melezi olan Plumcot’un kayisidan

ziyade erige daha yakin oldugu ortaya koyulmustur.

Pazouki ve ark., (2009) 10 SSR belirteci kullanarak 22 yabanc1 Pistacia vera ¢esidi ile
birlikte 282 yerel Pistacia genotipi arasindaki genetik iliskileri belirlemislerdir.
Arastiricilar elde ettikleri sonuglara gore Pistacia atlantica subsp. kurdica igindeki
genetik cesitliligin Pistacia vera ve Pistacia khinjuk’dan daha disiik oldugunu
belirtmislerdir. Ayrica arastiricilar yapmis olduklari istatistik analize (ANOVA) gore
tiirler arasi, farkli populasyonlar arasi ve populasyonlar i¢indeki varyasyonun, sirasiyla
%41°1, %9’u ve %50’si oldugunu belirtmislerdir. Arastiricilar ¢alisma sonuglarinin,
SSR  belirteglerinin kullanilarak Pistacia tiirleri ve g¢esitleri arasindaki genetik
iliskilerin ve gesitliligin belirlenmesinin Antep fistig1 genetik kaynaklarinin korunmasi

ve toplanmasi i¢in 6nemli bilgiler sagladigini bildirmislerdir.

Noroozi ve ark., (2009) iran’da zengin Antep fistig1 kaynaklarinin bulundugunu, bu
yizden diinyada yerel Antep fistig1 ¢esitlerinin sayis1 ve cesitliliginin ¢ok fazla
oldugunu bildirmislerdir. Arastiricilar, 6 ISSR primerleri ile 31 ¢esit arasindaki
genetik iligkileri belirlemislerdir. Calismalarinda GA, CA, GAA tekrarlara dayal
ISSR primerlerinden iyi bir amplifikasyon iiriinii elde etmisler, ancak CT, GT ve CAA
tekrarlara dayali primerler ise daha az verimli olmustur. Arastiricilar, {i¢ primerden
elde ettikleri toplam 28 bandin 13’iiniin polimorfik oldugunu, ortalama bant sayisinin
ise 9.3 oldugunu bulmuslardir. Toplam bant sayis1 7-12 arasinda, polimorfik bant
sayist ise 3-5 arasinda degisiklik gostermistir. Ayrica, arastiricilar, analiz ettikleri
cesitler arasinda diisiik genetik gesitlilik gortldiigiinii ve ISSR-PCR analizinin etkili

bir polimorfizme sahip oldugunu belirtmislerdir.

Baghizadeh ve ark., (2010) iran’da yetistiriciligi yapilmakta olan 31 Antep fistig1 cesit
ve genotipleri rastgele giiglendirilmis polimorfik DNA (RAPD), sekanslar aras1 tekrar
(ISSR) ve basit sekanslar (SSR) markérleri ile tanimlanmistir. Ug molekiiler markoriin
birlestirilmis verileri kullanilarak olusturulan genel dendrogram, her markor ile ayri
olarak elde edilenlere bir dereceye kadar benzerdir. Genetik benzerlik matrislerine
dayanan genel prensip koordinat analizi (PCA), ilk {i¢ 6z vektoriin toplam molekiiler

varyasyonun %28.46'sin1 olusturdugunu gostermistir. SSR popiilasyonu analizinde,



dort primer 31 Antep fistig1 genotipi arasinda ortalama 2.75 allel degerinde 11 allel
tiretilmistir. Bu lokuslarin hepsinde %100 polimorfizm gozlenmistir. 0.4374'in diisiik
ortalama polimorfik bilgi icerigi degeri, genotipler arasinda yiiksek genetik
benzerligin varhigmi gostermistir ve Iran fistik ¢esitlerinin/genotiplerinin etkili
karakterizasyonu i¢in ek polimorfik SSR  primerlerinin  gelistirilmesini
gerektirmektedir. Etkin multipleks oran ve test etkinligi indeksine gore, sirastyla ISSR
ve SSR markorlerinin takip ettigi genotipleri ayirt etmede RAPD markorlerinin en

giiclii oldugunu gostermislerdir.

Tiirkeli, (2010) ISSR, SRAP (Sequence Related Amplified Polymorphism) VE AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism) tekniklerini kullanarak Antep fistigi’nin
ilk genetik baglanti haritasini1 olusturmayi planlanmustir. Siirt (Pistacia vera L.) ¢esidi
ile monoik ‘PA-18’ genotipi (Pistacia atlantica Desf) arasindaki melezlemeye ait 92
F1 bitkisi arasinda “double pseudo- testcross” haritalama metodu uygulanarak iki ayri
genetik baglanti haritast olusturulmustur. Siirt ¢esidinin haritasina ait toplam 165
markoriin (9 ISSR, 49 SRAP, 107 AFLP) %87 si 1:1 ve %13°1 ise 3:1 agilim
gostermis ve bunlara ait markor yogunlugu 9.70 olarak belirlenmistir. Diger taraftan
‘PA-18 genotipinin haritasini olusturan toplam 156 markorden (10 ISSR, 47 SRAP,
99 AFLP) %86’s1 ve %14’ sirasiyla 1:1 ve 3:1 acilimi gostermis olup bunlara ait
markor yogunlugu 8.21 olarak tespit edilmistir. Sonug olarak Antep fistigi’nin
molekiiler 1slaha gegisi i¢in temel olusturacak ilk genetik baglanti haritasin1 ortaya

cikarmustir.

Carrasco ve ark., (2012) 35 ISSR ve 27 SSR markorleri ile toplam 97 SSR alleli ve
232 binary ISSR lokusundan elde edilen molekiiler veriler ile 29 Japon erik ¢esidinin
genetik karakterizasyonunu analiz etmislerdir. Japon erikleri gii¢lii bir sporofitik
kendine uyusmaz sisteme sahip ¢apraz tozlanan tiirlerdir. Dolayisiyla diger Prunus
tirleri ile karsilastirildiginda Japon erik cesitlerinde yiiksek genetik c¢esitlilik

gozlendigi rapor edilmistir.

Demirel, (2013) c¢aligmasinda Gernik (Tiriticum dicoccum) ve Siyez (Tiriticum
monococcum)’in morfolojik ve molekiiler 6zellilerini incelemistir. Kastamonu’dan

gelen materyallerin tarla gézlemi sonucu 9’unun tetraploid T. dicoccum, 14’{iniin



diploid T. monococcum oldugu belirlenmistir. ISSR isaretleyicileri kullanilarak da
molekiiler karekterizasyon analizlerini ger¢eklestirip uygun bir istatistiksel program
ile akrabalik iligkilerinin incelenmesi sonucu 23 Kastamonu populasyonu ile 9 tescilli
¢esidin genotipleri arasinda Ki ortalama Dice benzerlik katsayist 0.553 olarak
bulunmustur. Kullanilan 14 ISSR primeri ile ortalama polimorfik bant sayist 10.21
olup ortalama polimorfizm orant ise %95.42 olarak hesaplanmistir. Sonug olarak bu
arastirmaci kKavuzlu bugday tiirlerinden Siyez ve Gernik’in kurak kosullar altinda
tescilli ¢esitlerden daha yiiksek bitki boyuna, bin dane agirligina ve protein seviyesine
ulagabilmesi bu genotiplerin kiiltiir ¢esitlerini kuraga dayanimi ve kalitesinin
yiikseltilmesinde genitor olarak kullanilabilecegini; ISSR isaretleyicilerinin kavuzlu
bugdaylarda genotipik tanimlamada ve popiilasyonlar arasi genetik yakinlik ve

uzakligin belirlenmesinde etkili bir molekiiler yontem oldugunu belirtmistir.

Kafkas ve Karadut, (2013) tarafindan SSR lokuslarindan yeni ISSR primerlerinin
Antep fistig1, ceviz, elma, kayis1 ve kiraz tiirlerinde test edilmesi ile gelistirilmesi
amaglanmistir. Calismada her bir tiirden 8 ¢esit veya genotip ile birlikte yeni dizayn
edilen 137 adet ISSR primeri kullanmiglardir. Antepfistiginda, 618’1 polimorfik olan
toplamda 791 bant, cevizde 395’1 olmak tizere 613 bant, elmada 496’s1 polimorfik
olmak tizere 696 bant, kayisida 429°u polimorfik olmak iizere 666 bant ve kirazda ise
281°T polimorfik olmak tizere 514 bant elde edilmistir. ISSR primerlerinin gesit
tanimlanmasinda genetik kaynaklarin karakterizasyonunda, markor gelistirmede ve

genetik haritalamada kullanilabilecegini gostermislerdir.

Najafzadeh ve ark., (2014) iran’in visne genotiplerinde genetik ¢esitliligi belirlemis ve
degerlendirmislerdir. Caligmada 12 visne genotipinin DNA’lar1 23 ISSR molekiiler
markori ile ¢ogaltilmis olup toplam 489 bant elde dilmis ve bunlarin 482’°sinin
polimorfik oldugu belirtilmistir. Ortalama polimorfik allel sayis1 20.95 olarak
bulunmustur. Mantel testinde Kophenetik korelasyon katsayist (r) 0.74 olarak

bulunurken, genetik benzerlik katsayis1 0.56 ile 0.77 arasinda degiskenlik gostermistir.

Yorgancilar ve ark., (2015) konvansiyonel bitki islahinin ¢evresel sartlara bagh
oldugunu bundan dolay1 da zaman alict oldugunu vurgulamiglardir. Bu nedenle bir

c¢esidin 1slah1 uzun yillar stirebilir. Bu nedenle arastirmacilar 1slah siirecinde daha etkili



kullanilabilecek yeni yontemlerle ilgilenmislerdir. Molekiiler markor teknolojisi bitki
1slahinda seleksiyon stratejilerini gelistirmek icin genis kapsamli yeni uygulamalarin
benimsenmesini saglamistir. Bitki molekiiler markor genetigi ile ilgili olarak son
yillarda elde edilen bilgiler, bitki 1slah1 ¢alismalarina yansiyabilecek niteliktedir. Bu
nedenle yeni gelistirilen ya da degistirilmis bitki 1slah1 yontemleri, bitki molekiiler
biyolojisi ¢aligmalarindan elde edilen bilgilere dayanilarak kullanilmalidir. Bu
calismada kullanilan molekiiler markor teknikleri (ISSR, AFLP, RAPD ve SSR) ile
bitki 1slahinda kullannominin avantajlari/dezavantajlar1 arastirilmistir. Molekiiler
markdrlerin bitki 1slahinda kullanimi ile geri melez 1slahi, gen piramitlerinin
olusturulmasi, resesif genlerin seleksiyonu, yabani gen kaynaklarindan gen transferleri
ve erken seleksiyon gibi avantajlar saglanarak klasik 1slahin etkinligi artirilmakta,
boylece yeni c¢esitlerin gelistirilmesi hiz kazanmaktadir. Molekiiler markdr
uygulamalari tek basina klasik 1slahin yerine kullanilamamakla birlikte, klasik 1slahin

basarisini artiran tamamlayici bir teknik olarak kabul edilmektedir.



2.2 Cay’da (Camellia sinensis L.) Molekiiler Markorlerle Yapilan Calismalar

Cay genotiplerinin belirlenmesinde molekiiler markorlerden oldukg¢a fazla
yararlanilmaktadir. Yapilan ¢alismalar sonucunda; polimorfizm bakimindan SSR ve
AFLP markdrleri, maliyet bakimindan RAPD ve ISSR markor teknikleri,
tekrarlanabilirlik bakimindan RFLP, SSR, SRAP, ISSR ve AFLP markorlerinin
avantajli olduklar1 belirlenmistir. Bu markarleri igerisinde en ¢ok tercih edilenlerden

biride ISSR markorleridir.

Lai ve ark., (2001) Tayvan’da yetistirilen gaylarin genetik akrabaliklarini belirlemek
amaci ile yaptiklar caligmada 37 farkli cay genotipi se¢mislerdir. Calismada toplamda
53 ve 56 RAPD ve ISSR markérleri kullanmiglardir ISSR dendrograminda Tayvanli
yerli yabani ¢aylar, Assam ¢ayina, ardindan Cin ¢ay1 Tayvanli hibrit ¢gesitlerine yakin
bir sekilde kiimelenmistir. Yerli yabani ¢aymn popiilasyon gen cesitliligi, incelenen iig
poplilasyon arasinda en yiiksek oldugu bulunmustur. Molekiiler varyans analizi
(ANOVA), gruplar i¢indeki varyans bileseninin gruplar arasinda oldugundan daha
biiyiik oldugunu ortaya koymustur. RAPD ve ISSR’ye dayanan benzerlik matrisleri
arasindaki korelasyon katsayist 0.811 olarak gerceklestirmistir. Bir Mantel testi
korelasyonun bu iki molekiiler markoriin sonuglar1 arasinda iyi bir uyum oldugunu

(p<0.001) ortaya ¢ikarmustir.

Yao ve ark., (2008) Cin, Japon ve Kenya’dan gelen 48 gay ¢esidinin genetik ¢esitliligi
ve iliskisini, basit sekans tekrart (ISSR) molekiiler markor teknigi ile
degerlendirmislerdir. Toplam 382 ISSR band belirlemislerdir. Bunlardan 381’1 (%
99.7) polimorfik olarak belirlenmistir. Nei’nin gen gesitliliginin (H) ve Shannon’in
bilgi endeksinin (I) ortalamasini sirasiyla 0.22 ve 0.35 olarak bulmuslardir. Cin’deki
cesitler arasinda, Japonya ve Kenya’dakilerden daha ¢ok miktarda ¢esitlilik ortaya
¢ikmis oldugunu saptamislardir. Cin niifusu iginde, Dogu Cin’deki ¢esitlilik diger
bolgelerinkinden daha fazladir. Genetik farklilasma katsayis1 (GST) bu bolgede 0.202
olarak belirlenmistir ve bu populasyonlar i¢inde yiiksek derecede bir genetik ¢esitlilik
oldugunu gostermistir. Bu, ¢ay populasyonlar arasinda sik goriilen dogal ¢apraz
tozlagsma ve tohum dagilimi ile agiklanabilir. Cesitler arasindaki ¢ift yonlii benzerlik
katsayis1 0.162 ile 0.538 arasinda degismistir. Test edilen biitiin ¢esitlerin iki gruba
ayrildig1 48 cay ¢esidinden olusan bir dendrogram yapilmistir. Veriler ¢ay ¢esitlerinin
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genetik iligkisinin ISSR molekiiler markdr teknikleri tarafidan belirlenebilecegini

gostermistirr.

Roy ve ark., (2009) 21 cay genotipinde 7 ISSR ve 12 RAPD primeri kullanarak Cin,
Assam ve Kambogya caylar1 arasinda karsilastirma yapmislardir. Arastiricilar,
yaptiklar1 bu g¢alismada %88.54 polimorfizm ISSR bandi, %77.77 RAPD bandi
bulmuglardir. Dendrogram, ii¢ kiime (Cin tipi, Assam tipi ve Kambog tipi) gosteren
UPGMA algoritmas1 kullanilarak genetik benzerlik matrisi temel alinarak
olusturulmustur. Tim gruplarda genetik ¢esitlilik ortalama olarak 0.38,
popiilasyonlardaki c¢esitlilik 0.27 ve tiim bolgelerdeki popiilasyonlar arasindaki
genetik farklilasma 0.25 olarak tespit edilmistir. Cin ¢esitliligi en biiyiik grup igi
cesitliligi gostermistir (Hs: 0.285-0.291). Kambogya ¢ayi en az ¢esitlilige (Hs: 0.193-
0.207) sahiptir ve orta derece ¢esitlilik Assam ¢ayinda (Hs: 0.223-0.241) bulunmustur.
Interpopulation gen akisi [Nm: 0.5 (1-Gst) / Gst] 0.76; Nm<1.0 populasyonlar

arasindaki sinirli genetik degisimi gostermistir.

J1 ve ark., (2011) ¢ok uzun yillar 6nce Cin’in Yunan eyaletine ekilmis olan ¢ay
popiilasyonlarini (Camellia sinensis var. Assamica) ISSR markor teknigini kullanarak
10 antik ¢ay plantasyonunda genetik ¢esitlilik ve farklilagma incelemislerdir. Nei’nin
genetik ¢esitliligi (HE) ile tahmin edilen popiilasyonlardaki ortalama genetik cesitlilik
yaklasik olarak 0.2809 iken Shannon endeksleri (Ho) 0.4179 olarak bulunmustur. 10
antik ¢ay popiilasyonun (P) yiizdesi %56.5 ila %90.91 arasinda degismektedir. Gen
farklilasma katsayis1 (GST) 0.3911 ile varyans (ANOVA) %39.70 oldugu belirlenmis.
Bu degerlerin sonucunda ¢aylar arasindaki genetik farklilasmanin orta diizeyde
oldugunu saptamiglardir. Cay tiirlerinde genetik agilimlar ve ciddi habitat

parcalanmasi oldugu i¢in ¢cay populasyonlarini koruma yoluna gidilmistir.

Ben-Ying ve ark., (2010) Yunan eyaletindeki 134 cay genotipinin genetik cesitliligini
aragtirmiglardir. Cayin 1slahi i¢in 18 basit baz dizi tekrari ISSR primeri kullanilarak
toplam 475 fragman biiyiitiilmiis, bunlardan 470 bant polimorfik olarak bulmuslardir.
Kalitimlar arasi benzerlik (GS), ortalama 0.512-0.445 ile 0.819 arasinda degismistir.

Bu sonuglar, test edilen ¢aylarin genetik germplazmasindaki zengin cesitliligini
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gostermistir. Tirler arasindaki genetik cesitlilik ortalama (GS) 0.92 iken 0.850 ile
0.987 arasinda degismistir.

Liu ve ark., (2012) Yunanistan’da yetisen 40 yabani ¢ay bitkisi arasindaki genetik
iliskileri belirlemek igin basit dizi tekrarlar1 (ISSR) molekiiler markor teknigini
kullanmiglardir. Toplam 275 bant olusturulmus 15 ISSR primeri ile bunlarin 274" (%
99.6) polimorfik olarak bulmustur. Arastirmacilar ortalama genetik benzerlik
katsayisini, Nei gen cesitliligini (H) ve c¢ay g¢esitlerinde ortalama Shannon bilgi
indeksini (1) 0.4180, 0.3797 ve 0.5586 olarak bulmuslardir. Farkli primerler tarafindan
saglanan bant desenleri kombinasyonu, son olarak 40 gaylik ISSR parmak izi germplas
bant desenleri kombinasyonu olusturmuslardir. Bu arastirma da, ISSR isaretleyicileri,

yabani ¢ayin ¢esitlerini ayirmada ¢ok etkili olmuslardir.

Kag, (2013) Rize bolgesinden alinan 19 c¢ay varyetesinin genetik benzerligini
belirlemek i¢in ISSR molekiiler markor teknikleri kullanilarak c¢ay varyetelerindeki
genetik farklilig1 tespit etmek igin 21 adet ISSR primeri denenmis ve 15 tanesinin
caligmaya uygun oldugu goriilmiis ve bu 15 ISSR primerinin 12 tanesinin de
polimorfik oldugunu belirlemistir. Bu primerler kullanilarak yapilan ISSR markor
calismast sonucunda elde edilen PCR bantlar1 NTSYS-PC Ver. 2.0 programi ile
dendrogrami olusturulmustur. Analiz sonucunda, Rize bolgesindeki gay varyetelerinin
benzerlik oranlar1 dikkate alindiginda 6rneklerin ekolojik olarak birbirleriyle baglantili

olabilecegi goriilmiistiir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

Bu arastirmada toplam 18 genotip ve 6 ¢esit olmak iizere 24 cay (Camellia sinensis
L.) varyetesi materyal olarak kullanilmistir. Bitkisel materyallerin, 6’s1 Caykur
Atatiirk Cay ve Bahge Kiiltiirleri Arastirma Enstitlisii Midiirliigii (Rize), 8’1 Rize, 2’si

Artvin, 2’si Trabzon, 5’1 Giresun, 1’1 Ordu illerine bagli ilgelerden alinmstir.

Sekil 3.1 Tiirkiye’de cay iiretim alanlar1

Cizelge 3.1 Calismada kullanilan ¢ay genotip ve ¢esitlerinin alindiklart yerler ve

kodlar

No Kod Genotipin alindig: yer Kaynak

1 Go1 Pazar RIZE

2 G02 Pazar RIZE

3 G03 Hopa ARTVIN

4 G04 Arhavi ARTVIN

5 GO05 Findikl1 RIZE

6 G06 Ardesen RIZE

7 GO7 Hayratl TRABZON

8 G08 of TRABZON

9 G09 fyidere RIZE

10 G10 Derepazari RIZE

11 G11 Giineysu RIZE

12 G12 Cayeli RIZE

13 Co1 Fener3 RIZE ve ACBKAE
14 Co02 Fener RiZE ve ACBKAE
15 Co3 Hayrat2 RiZE ve ACBKAE
16 Co4 Hamzabey RiZE ve ACBKAE
17 Co5 Muradiye10 RIZE ve ACBKAE
18 Co06 Enstitii RiZE ve ACBKAE
19 G13 Tirebolul GIRESUN
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Cizelge 3.2 Calismada kullanilan ¢ay genotip ve ¢esitlerinin alindiklar1 yerler ve
kodlar1 (devami)

No Kod Genotipin alindig1 yer Kaynak
20 G14 Tirebolu2 GIRESUN
21 G15 Tirebolu3 GIRESUN
22 G16 Tirebolud GIRESUN
23 G17 Tirebolus GIRESUN
24 G18 Persembe ORDU

(CBKAE: Atatiirk Cay ve Bahge Kiiltiirleri Arastirma Enstitiisii)

3.2 Yontem

3.2.1 Yaprak Orneklerinin Toplanmasi

Ulkemizde yogun olarak cay yetistiriciligi yapilan farkli bélgelerden 18 genotip ve 6
cay ¢esidinin taze yaprak 6rnekleri bitkilerin yeni stirmiis siirgiinlerinden toplanmustir.
Yapraklar canliliklarin1 kaybetmemesi i¢in agzi kilitli posetlere konulmus ve buz

kaplarinda laboratuvara ulastirilmistir.
3.2.2 Yapraklardan DNA izolasyonu

DNA izolasyonu Erciyes Universitesi, Genom ve Kok Hiicre Arastirma
Laboratuvarinda gergeklestirilmistir. DNA izolasyonu CTAB yontemi ile yapilmistir
(Sekil 3.2). Elde edilen sonuglarla benzerlik indeksi’ne dayali dendrogram verileri

UPGM metoduna gore analiz edilmistir (Cizelge 4.9).

Cizelge 3.2 DNA Izolasyon Buffer

Kimyasallar 100 ml igin
1 m Tris HCI 5ul
0.5mEDTA 4 ul
3.5 m NaCl 20 ul

4 m LiCl 10 ul
CTAB 1g
PVP 1g
SDS 1g

Bu yontemde 100 mg taze yapraklari igerisine 1ml CTAB DNA izolasyon Buffer’dan
eklenerek ¢ay yapraklart havan icerisinde ezilmistir. 2 ml ependorf tiiplerin icerisine

ezilen bu yaprak 6rneklerinden 1 ml konulmustur. Ornekler vortekslendikten sonra
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tizerine 15 ul Betamerkopto etanol ilave edildikten sonra 10 saniye tekrar vorteks
yapilmustir. Ornekler daha 6nce 1sitilan 65°C su banyosunda 15 dk bekletilmis ve 5
dk’da bir ters diiz edilmistir. Sonrasinda Ornekler oda kosullarinda sogutulmaya
birakilmistir. Orneklerin iizerine ¢eker ocak da (24:1) oraninda 70 ul kloroform
izoamil eklenmis ve 20-25 defa ters diiz edildikten sonra 30 dk buz iizerinde
bekletilmistir. Daha sonra 6rnekler 14000 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij
edilen orneklerin iist kismindaki yaklagik 700-750 pl siiziintii yeni tiipe aktarilmistir
ve lizerine esit oranda soguk isopropanol eklenelerek karsitirilmis ve -20°C’de 1 gece
bekletilmistir. Daha sonra 6rnekler 1 dk 14000 rpm’de santrifiij edilmis ¢oken DNA’y1
oynatmadan iistteki su siiziintii dokiilmiis ve 6rnekler 2 kez %70 etanol ile yikanmustir.
Etanol kurumasi igin ters gevirilip 30 dk bekletilir. Elde edilen DNA 6rnekleri 100 pl
TE (Tris-EDTA) (pH:8) ¢ozeltsi eklenerek ¢oziilmiistiir. DNA igerisinde bulunan
RNAlarin uzaklastrilmasi amaci ile Riboniikleaz (RNase) eklenmis ve 30 dk 37°C’de

inkiibasyona tabi tutulmustur.

Sekil 3.2 CTAB DNA Izolasyon Yéntemi

Elde edilen genomik DNA’larin spektrofotometre ile okumalar1 gergeklestirilip,
konsantre ve saflik A260/A280 degerleri Cizelge 4.1’de verilmistir. Okumalarin
ardindan DNA’larin yapilacak olan ISSR-PCR ¢alismalart i¢in yeterli kalitede oldugu
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saptanmistir. ISSR ¢aligsmasina baslamadan Once her genotip igin izole edilen DNA

konsantrasyonlari esitlenip kullanima kadar -20°C’de muhafaza edilmislerdir.
3.2.3 DNA Konsantrasyonunun Belirlenmesi

PCR’ye dayali DNA molekiiler markor tekniklerinde konsantrasyonun belirlenmesi
onem teskil etmektedir. Bu calismada cay varyetelerine ait DNA Orneklerinin
konsantrasyonlarinin ~ belirlenmesi  i¢in  BioSpec-nono  Shimadzu  Biotech
spektrofotometre cihazi kullanilmistir (Sekil 3.3). Her bir 6rnek igin 2 pl izole edilmis
DNA  orneklerinden alinarak  konsantrasyonlari  belirlenmistir. ~ Belirlenen
konsantrasyonlar 20 ng/ul olacak sekilde sulandirilmis ve PCR analizleri i¢in her bir
DNA 6rnegi 10 pl kullanilacak sekilde son hacim 80 pl’de hesaplanmistir (Cizelge
3.4). Boylece tiim 6rnekler PCR’ye hazir hale getirilmistir.

Sekil 3.3 gDNA’larin saflik ve konsantrasyonlarinin BioSpec-nono
Shimadzu Biotech spektrofotometrede goriintiilenmesi

Sekil 3.4 DNA orneklerinin PCR cihazina
yerlestirilmesi
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3.2.4 Kullanilan ISSR Primerleri

ISSR reaksiyonunda kullanilan 59 primere ait veriler Cizelge 3.3’de, reaksiyonda
kullanilan kimyasallar Cizelge 3.4’de, ISSR analizlerinde kullanilan PCR sicaklik ve
dongii sartlart Cizelge 3.5’de verilmistir.

PCR uygulamalar1 Bio-Rad T100™ cihazinda gergeklestirilmistir.

Cizelge 3.3 Calismada kullanilan ISSR primerleri

No Primer Adi Primer Sekanslar1 (5°--3)
1 UBC 808 AGAGAGAGAGAGAGAGC
2 UBC 809 GAGAGAGAGAGAGAGAT
3 UBC 816 CACACACACACACACAT
4 UBC 825 ACACACACACACACACT
5 UBC 826 ACACACACACACACACC
6 UBC 827 ACACACACACACACACG
7 UBC 840 GAGAGAGAGAGAGAGAYT
8 UBCB841 GAGAGAGAGAGAGAGAYC
9 UBC 844 CTCTCTCTCTCTCTCTRC
10 UBC 850 GTGTGTGTGTGTGTGTYC
11 UBC 855 ACACACACACACACACYT
12 UBC 868 GAAGAAGAAGAAGAAGAA
13 UBC 807 AGAGAGAGAGAGAGAGT
14 UBC 810 GAGAGAGAGAGAGAGAT
15 UBC 811 GAGAGAGAGAGAGAGAC
16 UBC 812 GAGAGAGAGAGAGAGAA
17 UBC 814 CTCTCTCTCTCTCTCTA
18 UBC 815 CTCTCTCTCTCTCTCTG
19 UBC 818 CACACACACACACACAG
20 UBC 819 GTGTGTGTGTGTGTGTA
21 UBC 820 GTGTGTGTGTGTGTGTT
22 UBC 821 GTGTGTGTGTGTGTGTT
23 UBC 822 TCTCTCTCTCTCTCTCA
24 UBC 823 TCTCTCTCTCTCTCTCC
25 UBC 824 TCTCTCTCTCTCTCTCG
26 UBC 825 ACACACACACACACACT
27 UBC 826 ACACACACACACACACC
28 UBC 828 TGTGTGTGTGTGTGTGA
29 UBC 830 TGTGTGTGTGTGTGTGG
30 UBC 834 AGAGAGAGAGAGAGAGYT
31 UBC 836 AGAGAGAGAGAGAGAGYA
32 UBC 841 GAGAGAGAGAGAGAGAYC
33 UBC 842 GAGAGAGAGAGAGAGAYG
34 UBC 843 CTCTCTCTCTCTCTCTRA
35 UBC 845 CTCTCTCTCTCTCTCTRG
36 UBC 847 CACACACACACACACARC
37 UBC 848 CACACACACACACACARG
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Cizelge 3.3 Calismada kullanilan ISSR primerleri (devami)

No Primer Adi Primer Sekanslari (5°--3”)
38 UBC 850 GTGTGTGTGTGTGTGTYC
39 UBC 851 GTGTGTGTGTGTGTGTYG
40 UBC 852 CTCTCTCTCTCTCTCTRA
41 UBC 855 ACACACACACACACACYT
42 UBC 856 ACACACACACACACACYA
43 UBC 857 ACACACACACACACACYG
44 UBC 858 TGTGTGTGTGTGTGTGRT
45 UBC 859 TGTGTGTGTGTGTGTGRC
46 UBC 860 TGTGTGTGTGTGTGTGRA
47 UBC 866 CTCTCTCTCTCTCTCTC
48 UBC 887 DVDTCTCTCTCTCTCTCTC
49 UBC 888 BDBCACACACACACACACA
50 UBC 889 DBDACACACACACACACAC
51 UBC 890 VHVGTGTGTGTGTGTGTGT
52 UBC 891 HVHTGTGTGTGTGTGTG
53 ISSR 7 AGAGAGAGAGAGAGAGYC
54 ISSR 9 CTCTCTCTCTCTCTCTCTRC
55 ISSR 15 TCCTTCCTTCCTTCCRY
56 ISSR 21 AGAGAGAGAGAGAGAGYT
57 ISSR 28 AGAAAGAAAGAAAGAAAG
58 ISSR 43 GTGTGTGTGTGTGTGTYA
59 ISSR 47 AGAGAGAGAGAGAGAGY
3.2.5 PCR Reaksiyonlari

Cizelge 3.4 ISSR-PCR reaksiyonunda kullanilan kimyasallar ve konsantrasyonlar1

PCR Bilesenleri Konsantrasyon

10x0 Taq Buffer 1.5
HQ Buffer 1.5
dNTP (2 mM each) 12 pl
Primer 1 pmol

DNA 5ul

Tagq DNA Polymerase 1 ul
H20 3.8 ul

(dNTP = dATP:100 my, dCTP: 100 my, dGTP: 100 my, dTTP: 100 my)
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Cizelge 3.5 Cay’da ISSR tekniginin uygulanmasinda PCR sicaklik ve dongi

kosullar
Sicaklik(°C) Stire(sn) Dongii sayist
On Denatiirasyon 95 180 1
Denatiirasyon 95 45 40
Primerlerin DNA’ya
baglanma safhasi
(annealing) (primere 55 45 40
gore degismekte)
Uzama safhasi
(extension) 2 120 40
Son uzama safhasi (final 72 300 1

extension)

3.2.6 PCR Uriinlerinin Agaroz Jelde Ayrimlanmasi

Once 1X TBE tampon igeren %2’lik agaroz jel hazirlanmistir. Hazirlanan jele 20 pl
etidyum bromiir eklenerek 70°C’ye kadar sogutulmaya birakilmistir. Soguma islemi
gerceklesen jel, elektroforez tankina konulmus ve 6rnekler yiiklenmistir. Agaroz jel
tizerinde ayrilan bantlarin agirliklarinin tahmini amaciyla jele en az 1 sira 5 pl DNA
(ladder) yiiklenerek (Sekil 3.5), 90 volt elektrik akiminda 3 saat siireyle biiyiikliiklerine
gore ayrilmigtir. Daha sonra jel UV transilluminatér {izerine konularak
fotograflanmistir (Sekil 4.1).

Sekil 3.5 Agaroz jel’e DNA’larin yerlestirilmesi
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3.2.7 Sonuglarin Degerlendirilmesi

Agaroz jel gortintiilerinde ¢ay genotiplerine ait bantlar, var olma ve olmama durumuna
gore “1” veya “0” seklinde skorlanmistir. Skorlamada kuvvetli bantlar

degerlendirmeye alinmis ve benzerlik indeksi olusturulmustur.
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4. BULGULAR

Calismada kullanilan 18 ¢ay genotipi ve 6 cay ¢esidinin CTAB yontemi ile DNA
izolasyonu yapilmistir. Izole edilen DNA’larin konsantre ve saflik dereceleri
A260/280 6l¢iimleri arasinda degistrilmistir (Cizelge 4.1). Bu degerler kabul edilebilir

sinirlar igerisindedir ve ¢ay DNA’larinin saf oldugu anlamina gelmektedir.

4.1 izole edilen DNA’larin Konsantrasyon ve Saflik Dereceleri

Cizelge 4.1 Arastirmada kullanilan ¢ay genotip ve cesitlerine ait DNA konsentre,
saflik  dereceleri ve 100 pl sulandirilmis DNA hazirlamada kullanilan

DNA miktarlart (pl)
. . Konsantre Saflik Dereceleri
Genotip ve Cesitler (ng/ul) (A260/ A280)

Pazarl 661.14 2.05
Pazar2 577.16 2.09
Hopa 394.21 2.08
Arhavi 316.89 2.14
Findikli 281.06 2.11
Ardesen 726.59 2.05
Hayratl 583.58 2.10
Of 300.84 211
Iyidere 526.17 2.07
Derepazari 377.67 2.08
Glineysu 575.03 2.10
Cayeli 1157.26 2.07
Fener3 869.21 2.07
Fener 489.79 2.09
Hayrat?2 696.38 2.13
Hamzabey 415.93 2.10
Muradiyel0 853.58 2.11
Enstitii 703.89 2.15
Tirebolul 718.18 2.17
Tirebolu2 706.86 2.16
Tirebolu3 774.43 2.14
Tirebolu4 917.02 2.05
Tirebolu5 622.79 2.17
Persembe 718.75 2.17

Spektrofotometre degerlerine bakildiginda DNA miktarlarinin yeterli oldugu ve saflik
siirlarmin genel olarak kullanilabilir DNA’larda olmasi gereken 1.7-2 degerleri

arasinda bulundugu goriilmektedir.
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4.2 ISSR Amplifikasyon Sonuclari

Dogu Karadeniz Bolgesinde yetistirilen 24 adet cay varyetesinin molekiiler
karakterizasyonu i¢in ISSR teknigi kullanilmistir. Bu ¢alismada ilk olarak 59 adet
ISSR primeri 8 farkli ¢cay 6rneginde denenmis ve tekrarlanabilir bantlar veren 59 adet
ISSR primeri arasindan polimorfik olan 15 ISSR primeri tiim 6rneklerin molekiiler
karakterizasyonunda kullanilmistir (Cizelge 4.2). Denenmis olan ISSR primerlerin
jeldeki goriintimleri (Sekil 4.1) verilmistir. Amplifikasyon iiriinlerinin jel goriintiileri

Sekil 4.2 — Sekil 4.8’de verilmistir.

B
- =8

Sekil 4.1 Jelde DNA Molekiiler Imager BIO-RAD ile
goriintiilenmistir.

112 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

— — o - ..
- Bl B

Sekil 4.2 UBC 825 ISSR Primeri ile olusturulan amplifikasyon iiriinlerinin
goriintiilenmesi. L: 5 ul DNA (ladder)

11 12 13 14 15 16 17 18 19 2

Sekil 4.3 ISSR-7 ISSR Primeri ile olusturulan amplifikasyon {irlinlerinin
goriintiilenmesi. L: 5 ul DNA (ladder)
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Sekil 4.4 UBC 820 ISSR Primeri ile olusturulan amplifikasyon iirlinlerinin
goriintiilenmesi. L: 5 ul DNA (ladder)

Sekil 4.5 ISSR-21 ISSR Primeri ile olusturulan amplifikasyon iirlinlerinin
goriintiilenmesi. L: 5 ul DNA (ladder)

10 11 22 13 24 15 26 17 48 19 20 21 22 23 24
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Sekil 4.6 UBC 843 ISSR Primeri ile olusturulan amplifikasyon iirlinlerinin
goriintliilenmesi. L: 5 ul DNA (ladder)

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

- - - —

Sekil 4.7 UBC 859 ISSR Primeri ile olusturulan amplifikasyon iiriinlerinin
goriintiilenmesi. L: 5 ul DNA (ladder)
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10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

Sekil 4.8 UBC 858 ISSR Primeri ile olusturulan amplifikasyon iiriinlerinin
goriintiilenmesi. L: 5 ul DNA (ladder)
ISSR analizinde tarama islemi sonucu elde edilen degerlere gore belirlenerek 15
polimorfik primer 24 c¢ay Ornegine uygulanmistir. Elde edilen amplifikasyon
tirtinlerinden ¢ok giiglii ve belirgin olanlar dikkate alinarak bantlar var (1) ve yok (0)
seklinde degerlendirilmistir. Bu bant sayilarinin her biri dikkate alinmamis belirgin
olan bantlar dikkate alinarak karsilastirma yapilmistir. Bant biiyiikliikleri 150-1500
Baz cifti (bg) arasinda degismistir. Bu degerlendirme sonucu elde edilen toplam bant
sayilar1 (TBS) 109, bunlarin 84 adeti polimorfik, polimorfizm orani (PO) ise %77

olarak bulunmustur.

4.2.1 Primerlerin Polimorfizm Oranlarinin Belirlenmesi

Calismada kullanilan ISSR primerlerinin polimorfizm oranlari, primerlerden elde
edilen polimorfik bant sayilarinin toplam bant sayisina boliintip 100 ile ¢arpilmasi ile

bulunmustur.

Polimorfizm Orani1 (%) = Polimorfik Bant Sayis1 / Toplam Bant Sayis1 x 100

15 polimorfik ISSR primerlerinde toplam bant sayilar1 3-12 arasinda olup en az bant
say1st olan UBC 858, en fazla bant sayis1 gosteren ISSR 21 primeridir. Polimorfik bant
sayilar1 da 2 ila 8 arasinda degerler gozlenmis en az polimorfizm gosteren UBC 858,
en fazla polimorfizim gosteren UBC 820 ile UBC 843 primerleri olmustur.
Polimorfizm oranlarina bakildiginda %50 ile %100 arasinda degistigi en disiik
polimorfizm gosteren ISSR 21 primeri olup en yiiksek polimorfizimi gdsteren UBC

843, UBC 850, UBC 860 ve UBC 852 primerleri olmustur.
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Cizelge 4.224 ¢ay genotip ve ¢esitlerinde kullanilan polimorfik ISSR primerlerinin
allel sayilar1 ve polimorfizm oranlari

Toplam Bant Polimorfik Polimorfizm Orani

Primer Ad1 Sayisi Bant Sayisi

UBC 827 6 4 66.6
UBC 840 6 66.6
UBC 841 75.0
UBC 820 80.0
UBC 825 75.0
UBC 843 100.0
UBC 850 100.0
UBC 855 83.3
UBC 858 66.6
UBC 857 83.3
UBC 859 80.0
UBC 860 100.0
UBC 852 100.0
ISSR 7 54.5
ISSR 21 50.0
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Toplam 109
Ortalama 7.2 5.6 0.78

4.3 Benzerlik Indeksi ve Genetik Iliski Dendrogram

Cay genotip ve ¢esitlerinin numaralandirma sirast Sekil 4.9°deki gibidir.
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Sekil 4.9 Karadeniz Bolgesi ¢ay genetik benzerlik degerleri
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ISSR yontemi ile 18 genotip ve 6 cesidin bant profilleri olusturulmus ve UPGMA

metodu ile kiimeleme analizi yapilarak dendrogram ¢izilmistir (Sekil 4.10).

G0l
G0
G085

E02

0EzZ 0.71 020 0.83 0,37

Sekil 4.10 Cay genotip ve cesitleri arasindaki benzerlik indeksine dayanilarak ¢izilen
dendrogram
Calismada kullanilan 24 g¢ay ornekleri igin UPGM metodu ile kiimeleme analizi
yapilmig ve bunlarin dendrogrami elde edilmistir (Sekil 4.10). Dendrogramda
goriildiigi gibi benzerlik diizeyleri 0.62 ve 0.97 arasinda degismis, A ve B olmak iizere
iki dallanma olustugu gézlenmistir. B grubunun 1 genotipi igerdigi geriye kalan 23
genotipin de A grubunu olusturdugu, ayn1 zamanda A grubunun da kendi icerisinde
esas olarak Ai ve A; olarak ikiye ayrildigi, A1 grubunun 2 genotipi icerdigi, Az
grubunun 21 genotipi igerdigi ve A2 grubunun da kendi icerisinde alt gruplara ayrildig:
saptanmistir. Dendrogram incelendiginde birbirine en uzak olan bireylerin Giineysu
ve Pazar genotipleri oldugu, en yakin bireylerin ise Iyidere ve Derepazari oldugu
belirlenmistir. Az grubu 6 alt gruptan olusan gesitli genotiplerle ana grup

olusturmaktadir. Dendrogram kiimelenmesinde asagidan yukariya ilk alt grup
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Tirebolul-Hamzabey-Cayeli’dir. Ikinci alt grupta Tirebolu3-Hayrat1-Ardesen genotip
ve gesitleri i¢ icedir. Ugiincii alt grupta 8 genotip vardir ve bu Of-Hayrat2-Fener3-
Fener-Tirebolu4-Tirebolu5-lyidere-Derepazar1 genotip ve cesitleri de i¢ igedir. Bu
grup icindeki lyidere-Derepazar1 genotipleri genetik olarak 6zdestirler. Dordiincii alt
gruptaki Pazar2-Hopa-Muradiye-Enstitii genotip ve cesitleri de kendi aralarinda bir
grup olusturmuslardir. Son alt grup 3 genotip icermektedir ve yakin illerden
orneklenmistir. Bu gruptaki Pazar-Arhavi-Findikli genotipleri kendi igerisinde yakin

iliski gostermektedirler.
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5. TARTISMA

Bitki gen kaynaklarinin karakterizasyonunda PCR teknolojisine dayali birgok DNA
molekiiler markor teknigi gelistirilmistir. Bunlardan en fazla bilinen ve bir¢ogu
arastimaci tarafindan gen kaynaklarinin karakterizasyonunda kullanilanan DNA
markér teknikleri ISSR, RAPD, AFLP, SRAP’dir. Ozellikle uygulamadaki kolaylig
ve tekrar edilebilme 6zelliginden dolayr ISSR DNA molekiiler markor teknigi birgok
arastirmaci tarafindan tercih edilmektedir (Kafkas ve ark., 2006).

RAPD markoérleri ile ayirt edilemeyen cesitlerin ISSR markérleri ile ayrilabilir
olduklari incelemeler sonucunda ortaya cikarilmistir. Bu bulgu, ISSR'lerin evrim
oraninin, c¢alisilan c¢ay Orneklerinde RAPD'lerden daha hizli olabilecegini
gostermektedir. Bu nedenle ISSR markdr teknigi, genetik ¢esitlilik ve yakindan iligkili
cay cesitlerinin genetik iligkilerinin belirlenmesi ¢alismasinda kullanim i¢in uygundur.
Farkli ¢aligmalarla ISSR markorlerinin RAPD markdrlerinden daha yiiksek seviyede
polimorfizm gosterdigi de belirtilmistir (Yang ve ark., 1996; Nagaoka ve Ogihara,
1997; Parsons ve ark., 1997; Esselman ve ark., 1999).

Bu ¢alismada, kullanilan ¢ay 6rnekleri Artvin, Rize, Trabzon, Giresun, Ordu illerinden
rastgele sekilde orneklenmistir. Boylece farkli bahgelerde yetisen ¢ay genotip ve
cesitleri karsilastirilmistir. ISSR primerleri daha 6nce yapilmis ¢alismalara gore ¢ay
genotipleri arasinda en iyi ayrim sonucunu veren primerlerden secilmistir. On
calismalar ile gerek PCR sartlar1 gerekse sec¢ilen primerlerin tiim genotiplerde sonug
verip vermedigi denenmistir. Tiirk ¢ay varyetelerinde ¢alisan primerlerin optimum
PCR sartlar1 belirlenmistir. On ¢alismalarimiz sonucunda 59 ISSR primerinden tiim
varyetelerimizde c¢alisabilen 15 ISSR primeri belirlenmis ve kullanilmistir. Bu
islemden yola ¢ikilarak yapilan ¢alisma sonucunda, cay varyetelerinin benzerlik
diizeyleri 0.62 ve 0.97 arasinda degistigi gozlemlenmistir. Dendrogram incelendiginde
birbirine en uzak bireylerin Giineysu ve Pazar genotipleri oldugu, en yakin bireylerin
ise Iyidere ve Derepazari oldugu belitlenmis olup diger cay varyeteleri de kendi

aralarinda alt gruplar olusturmaktadirlar.

Cay da toplam 59 ISSR primeri kullanilmis ve bunlarin 15 tanesinin polimorfik oldugu

belirlenmistir. Belirlenen bu primerlerde polimorfizm oranlarina bakildiginda %50 ile
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%100 arasinda degerler aldig1 ve ortalama polimorfizmin %78 oldugu belirlenmistir.
En az polimorfizm gdsteren ISSR 21 primeri olup en yiliksek polimorfizm gozlenen
UBC 843, UBC 850, UBC 860 ve UBC 852 primerleri olmaktadirlar. Kullanilan 15
adet ISSR primerlerinin her biri ¢ay genotip ve gesitlerinde rahatlikla bir DNA
bolgesini ¢ogalttigi belirlenmistir. Mevcut tim primerler her bitki tiiriinde
kullanilamaz bu yiizden her bitki tiirii ve ¢esidi i¢in uygun primelerin gelistirilmesi ve
secilmesi gerekmektedir. Nitekim, Dogan, (2006) cevizde 108 adet ISSR primeri
denemis 25 adet primerin; Atgiiden, (2016) Ankyropetalum Fenzl cinsinde 48 adet
ISSR primeri denemis, 11 adet primerin; Atalmis, (2007) kavunda 21 adet ISSR
primerimeri kullanilarak 17 adet primerin; Demirel, (2013) bugdayda 54 adet ISSR
primeri igerisinden 14 adet primerin; Kag, (2013) cayda 21 adet ISSR primeri denemis
12 adet primerin; Ceker, (2008) nohutta 65 adet ISSR pirimeri kullanilarak 11 adet
ISSR primerinin polimorfik oldugunu belirlemislerdir. Bu sonuglar ile yapmis
oldugum c¢alisgma benzerlik gostermektedir. Calismada belirlenen primerler daha

sonraki ¢ayda yapilacak ¢alismalarda kullanilabilecegi diistiniilmektedir.

Bant sayilar1 incelendiginde ¢ay genotip ve gesitlerinin 15 adet polimorfik ISSR
primerinden toplamda 109 adet bant elde edilmis. Kafkas ve ark., (2013) yaptiklar
calismada Antep fistig1, ceviz, elma, kayis1 ve kiraz cesitlerinde 137 adet ISSR primeri
kullanmig. Antep fistigi’nda 791 bant, cevizde 613 bant, elmada 696 bant, kayisida
666 ve kirazda ise 514 bant elde etmislerdir. Ceker, (2008) Tiirkiye orjinli 91 nohut
genotipi ile 2 nohut ¢esidinde 11 polimorfik ISSR primerinden toplamda 242 bant
tiretmigtir. Atgiiden, (2016) Tiirkiye’de bulunan Ankyropetalum Fenzl cinsinde 11
polimorfik ISSR primeriden 391 bant elde etmistir. Bu ¢alismalara gore ¢calismamda
daha az sayida bant elde edilmistir. Ancak elde edilen bu 109 bantin ¢ay genotip ve

cesitlerini birbirinden ayirt etmede yeterli sayida oldugu belirlenmistir.

Dendrogram sonuglar1 incelendiginde ¢ay genotip ve gesitlerindeki benzerlik Kag,
(2013) Rize bolgesinden alinan 19 ¢ay varyetesi arasindaki genetik benzerligi
belirlemek icin ISSR DNA molekiiler markor teknigi kullanarak aralarindaki benzerlik
diizeyleri (0.26-0.75) oldugu sonucuna ulagmistir. Mevcut cay yetistiriciligi yapilan
bolgelerden toplanan ¢ay genotipleri incelendiginde %62 oraninda bir benzerlik ortaya

cikmustir. Liu ve ark., (2012) Yunanistan’da yetisen 40 yabani ¢ay bitkisi arasindaki

28



genetik iligkileri belirlemek i¢in ISSR molekiiler markor teknigi kullanilmistir ve
genetik benzerlik oranlar1 0.4180, 0.3797 ve 0.5586 olarak belirlenmistir. Yao ve ark.,
(2008) Cin, Japon ve Kenya’dan gelen 48 ¢ay ¢esidinin genetik cesitliligini ve
iliskisini belirlemek i¢in ISSR molekiiler markor teknigini kullanmis olup, Cin’deki
cesitler arasinda, Japonya ve Kenya’dakilerden daha ¢ok miktarda cesitlilik ortaya
ciktigini belirlemislerdir. Genetik farklilasma katsayis1 (GST) 0.202 bulunmus olup bu
popiilasyonlar i¢inde yiiksek derecede bir genetik ¢esitlilik oldugunu géstermektedir.
Genel olarak cay cesitlerine bakildiginda genetik acgilimlarin ortaya c¢iktig

goriilmektedir. Bu agilimin da ¢apraz tozlagsmadan dolay1 oldugu savunulmaktadir.
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6. SONUC

Cay, Tiirkiye i¢in 6nemli bir meyve tiiridiir. Diinya {lizerinde tilkemizde Kisi basina
cay tiiketimi 3.5 kg/kisi ile en fazladir. Ulkemize yetistiriciligi ¢cok uzun yilllara
dayanmasa bile insanlarimiz bu iirlinii benimsemis hatta milli igecegimiz olarak ilan
etmislerdir. Bu tiiriin yetistiriciligi Artvin, Rize, Trabzon, Giresun, Ordu illerinde
yapilmakta olup tiim bahgeler tohumla kurulmustur. Ayrica c¢ay Kalitesi ekolojik
faktorler ve isleme teknolojisine gore degismekle birlikte genotip ¢ay kalitesinin

belirlenmesinde onemli bir etkendir.

Calisma, 24 farkli cay varyetesi ile gergeklestirilmistir. Genotipler iilkemizde ¢ay
yetistiriciligi yapilan Artvin, Rize, Trabzon, Giresun ve Ordu illerinden g¢ay
bahgelerinden temsili olarak secilmistir. Her bir genotip i¢in bir bitkiden alinan yaprak
orneklerinden DNA izolasyonu yapilmistir. Elde edilen genomik DNA’lar
spektrofotometre ile okunmus, agaroz jelde degredasyona ugramadiklari ve yeter
kalitede olduklart belirlenmistir. Calismada 54 farkli ISSR primeri kullanilmis ve

primerlerden 15 adedininin polimorfik oldugu belirlemistir.

Yapilan ¢alismada c¢ay yetistirilen illerimizdeki genetik farklilik/benzerlik ortaya
konmaya ¢alisilmistir. Tohumla ¢ogaltilan ¢ay genotiplerinin %62 oranda genetik
olarak benzer oldugu tespit edilmistir. %38 oraninda Ki ¢ay popiilasyonunda farklilik
belirlenmis ve bu farklilik genetik a¢ilimdan dolayr ortaya ¢iktigi bulunmustur.
Calismada kullanilan ¢ay genotiplerinin benzerlik diizeylerinin 0.62-0.97 arasinda
degistigi iki ana grupta toplandig1 genetik olarak en uzak olan bireylerin Giineysu ve
Pazar genotipleri oldugu, en yakin bireylerin ise Iyidere ve Derepazari oldugu

belirlenmistir. Caligma bu yonii ile ¢esit karmasasinida ortaya ¢ikarmis olmaktadir.

Sonug¢ olarak c¢alismada kullanilan 15 adet ISSR primerlerinin ¢ayda, genotipik
tanimlamada ve genotipler arasi genetik yakinlik ve uzakligin belirlenmesinde etkili

bir molekiiler yontem oldugu dogrulanmistir.

Piyasada farkli firmalarin ya da yorelerin ¢aymnin daha kaliteli oldugu fikrinin

tamamen genotipten kaynaklanmadigi, bunun yaninda ¢ayn yetistigi ekolojinin iklim
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ve toprak ozelliklerin yaninda isleme teknolojisininde etkili oldugu on plana

cikmaktadir.
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