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Ozet

Cin Ulusal Cay Germplazm Depolarinda (CNGTR) korunan 20 yabani tiir ve onlarla akraba varyeteler
(Camellia sinensis, C. sinensis var. assamica, C. sinensis var. pubilimba, C. sinensis var. kucha) ile dort
cay tiry, tirler arasi diizeyde ¢ay germplazmlarinin ayrimi icin Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA
Markerleri kullanilarak (RAPD) incelendi. RAPD amplifikasyonlarina gore elenen (ayrilan) 61 tane
icinden, 15 primer segildi. Tiirler aras1 diizeyde RAPD primerlerinin ortalama polimorfik DNA
frekanslar1 0.16’dan 0.60’a kadar degismekte olup 0.30 ile tiir icindekinden daha diisiiktii.
Bazen, tek (benzersiz) RAPD markerinin bulunmamasi durumuda incelenen germplazmlarin 14’tnt
ayirmayi olanakl kilmistir. 24 gerplazmin tiimi, tek bir primerle ayrilabilir degildi. Bununla birlikte,
zengin bir érnek deseni sunan OP0O-13 ile 10 genotip ayirt edilebildi. iki ve {i¢ primerin kombinasyonu
sirasiyla; 15. ve 21. germplamzlar: ayirt etmeyi miimkiin kilmisti. Ayrica, OPO-13, OPO-18, OPG-12 ve
OPA-13 yoluyla iretilen spesifik RAPD markerlerine dayali, DNA parmak izi veya 6rnek bant
kombinasyonu incelenen 24 germplazmin tamamini ayirmayi saglamisti. Bu nedenle, RAPD markerleri,
tiirler arasi diizeyde cay germplazmlarini ayirmak igin giiclii birer aractir.

Takdim

Cay, dlinyadaki en popiiler alkolsliz yumusak igecektir. Cay bitkisi Theaceace, Camellia cinsi, Thea
boliimiine aittir ve genel olarak bir tiir, 6rnegin Camellia sinensis ; Camellia sinensis, C. sinensis var.
assamica, C. sinensis var. pubilimba (Chang 1981,1984, Ming 1992, Chen et al. 2000) ve kimi zamanda
C. sinensis var. kucha (Chang 1981,1984) gibi iki veya li¢c varyete icerir. Glineybati Cin, Yunnan eyaleti
orijinli cay bitkileri (Hashimoto ve Takasi 1978, Yu 1986) bolgedeki en 6nemli ticari tirler ve
varyetelerdir. Cay germplazm larinin hem tiirler aras1 hem de tiir i¢i diizeydeki belirgin farkhliklari;
koleksiyon, koruma, degerlendirme ve kullanim i¢in kritik 6neme sahiptir. Genetik arka plani anlamak,
cay 1slah programlarinin giiniimtizde ve uzun dénemde basarisi icin ebeveynlerin secimine biiytik katk:
saglayacaktir.

Biiyiik miktarlardaki ¢ay germplazmlar ve onlarla akraba olan tiirler Cin, Japonya, Hindistan ve
Kenya'da toplanmakta ve koruma altina alinmaktadir (Takeda 2000). Cin Ulusal Cay Germplazm
Depolarinda (CNGTR) 2003 yili sonundan buyana yaklasik olarak 2665 ¢ay germplazm aksesyonu
koruma altina alinmistir. Giineybati Cin’den toplanan Camellia’larin 6énemli bir bélimi, 200’den
fazlasini yabani caylardi (Yu ve Chen 2001). Tiirler arasi diizeyde ¢ay germplazmlarini ayirmak oldukga
giic ve bir dereceye kadarda yetersizdir. Cay bitkileri ve onlarla akraba tiirleri siniflandirmak ve
filojenik degerlendirmeler icin; morfolojik karakterler (Sealy 1958, Chang 1981,1984, Ming 1992, Chen
et al,,2000), baslica kimyasal bilesenler (Du et al.,1990), esteraz isoenzimi (Lu et al.,1992) ve karyotip
(Liang et al.,1994) kullanilmaktaydi. Bununla birlikte, bilim adamlar1 ¢ay germplazmlarini ayirmak i¢in
daha glivenilir ve etkin metotlar aramaktaydi.

Rastgele cogaltilmis polimorfik DNA (RAPD) (Williams et al.,1990)'nin bitki ayirma calismalarinda
olduke¢a yarali oldugu ispatlanmisti (Hu and Quiros 1991, Yang and Quiros 1993, Khasa and Dancik
1996, Sedra et al. 1998, Jia et al. 2000, Belaj et al. 2001, Conner and Wood 2001, Rajora and Rahman
2003). Giiniimiizde RAPDs, genetik iliskilerin incelenmesi icin kullanilmaktadir (Wachira eta



al.,1995;1997): Ebeveynin tanimlanmasi (Tanaka et al.,2001), genetik farklilik (Kaundun et al,,
2000, Chen et al,2005), Thea bolimiiniin molekiiler sistematigi (Chen ve Yamaguchi, 2002) ile
birlikte cay bitkilerinin (Camellia sinensis) genetik haritalarinin yapilmasi (Hacket et al.2000).
Bununla birlikte cay bitkileri ve onlarla akraba olan tiirler arasindaki farkliliklar1 ayirt etmek igin
spesifik DNA markerleri hala tstiindiir. Bu makalenin amaci, RAPD analizi kullanilarak Thea boélimi
Camellia tird icindeki ¢ay germplazmlarimi tiirler arasi diizeyde ayirmak icin spesifik DNA
markerlerinin tiretimidir.

Materyal ve Metot

Bitkisel materyaller : Chang’s taksonomik sistemine dayali olarak (Chang 1981,1984) (Tablo 1)
Thea bolimii Camellia tiirii icindeki 4 varyeteyi iceren ; C. sinensis (L.) 0.Kuntze, C. sinensis var.
assamica (Masters) Chang, C. sinensis var. pubilimba Chang, C. sinensis var. kucha Chang et Wang
ve bunlarla akraba olan 20 tiirle, toplamda 24 ¢ay germplazmi CNGTR’de halen korunmakta
olup RAPD markerleri kullanilarak incelendi. Bu boliimdeki 4 tiir, bu tiirleri temsil etmektedir. 24
klonal germplazm bitkilerinin her birinden elde edilen taze yapraklar sirasiyla; TRI, Yunnan Tarim
Bilimleri Akademisi (TRIYAAS) ve Cin tarim Bilimleri Akademisi Cay Arastirma Enstitiistii (TRICAAS)'de
ki CNGTR’den toplamistir. Yapraklar, DNA 6rneklemesine kadar 10 saat siireyle -86 °C’de ki depolarda
biriktirildi. Her bir DNA 6rnegine karsilik gelen bitki tipleri TRICAAS’de ki Cay Bitki Herbaryumu’'nda
(TEA) koruma altina alindi.

Tablo 1: Gay germplazm orijinleri, RAPD bant desenleri ve onlarin ayirma kapasiteleri

OPO-13 and
OPO-13  OPO-13 OPO-13and  OPO-18 and
Voucher orO and and OPO-18 and OPG-12
Number Species and varetics Origin number OPO-13 OPO-I8  OPG-12 OPA-13 -13 OPO-18  OPG-12 OPG-12 and OPA-13
1 C. grandibrocreata Chang and Yu Yunnan, China ~ MH76-1 Al A A A
2 C. tachangensis F. C. Zhang Yumnan, China MHT731-1 B B B B
3 C. kwangnanica Chang and Chen Yumnan, China ~ MH734-| C B A B
4 C. tatiensis (W.W . Smith) Mekhior Yunnan, China MH129-1 D A C B
§ C, irrawadiensis Barua Yunnan, China MH 6142 E B C (
6 C. crassicofumna Chang Yunnan, China MHT72%Z) F A A B
7 C. crispula Chang Yunnan, China ~ MH72%(Z) G C A B
8 C. makuanica Chang and Tang Yunnan, China ~ MHS2I H D A B :
9 C. rotundara Chang and Yu Yunnan, China MH144-1 1 A A C v
10 C. arrothea Chang and Wang Y unnan, China MH728 H E A B v v
I C. gymmogynaides Chang and Yu Yumnan, China MH732 J A A B v N N v
12 C. parvisepaloides Chang and Wang  Yumnan, China  MH350-1 1 B C D
13 C. dehngensis Chang and Chen Y umnan, China MH113-1 | D D B
14 C. manglacnsis Chang and Tang Yunnan, China MH&0-| I B C B
I C, sinenvis var, kucha Yunman, China MH129-1 I B A (
Chang and Wang
16 C. sinensis var., assamica Yumnan, China ~ MH244-1 K A A B v N N
(Masters) Chang
17 C. polyneura Chang and Tang Yumnan, China ~ MH&30-1 I B C (
I8 C. pub Merr Vietnam MHS64-1 I A C B v v
19 C. Jany eensis Liang and Zhong  Guangxy, China HZ612-1 L B C B \ N v v
20 C. pubescens Chang and Ye Hunan, China HZ434S) L A B B N \ v )
21 C. yankiangcha Chang and Wang Y unnan, China MH 1351 I F C B
2 C. sinensis var. pubilimba Chang Yunnan, China ~ MHI127-1 I F E B
23 C. arborescens Chang and Yu Yunmnan, China  MH714.2 I A I B
4 C. sinensis (L) O.Kumze Yunnan, China ~ MH 14341 N B ( B
Total 13 6 6 4 10 15 13 2 24

1,2,3 isaretleri her bir primer icin bant desenini ifade eder
v Primerler tarafindan ayrilabilen germplazmlar
Primerler tarafindan aynlamayan germplazmlar

DNA izolasyonu : Genomik DNA, modifiye edilmis CTAB metodu kullanilarak ekstrakte edilmistir
(Doyle ve Doyle 1987). Konsantrasyon ve kalite, %0.7 agarose jel ayrimi1 yoluyla GENE QUANT II
RNA/DNA hesaplayicisi tarafindan degerlendirilmistir (Amersham Pharmacia Biotech Inc., Piscataway,
NJ, USA). DNA, stoklu calisma i¢in Steril MilliQ su ile 25 ng/ul’e kadar seyreltildikten sonra -30°C’de
depolanmustir.

Polimeraz zincir reaksiyonu: Kullanilan dort germplazm ; C. crassicolumna, C. parvisepaloides,
C. pubicosta ve C. sinensis, 61 decamer oligo niikleotit primer’le (OPA,OPG ve OPO kit’i, Operon
Technologies INc., Alameda, CA, USA; Ready-To-Go primer 2, Amersham Pharmacia Biotech Inc.)
ayirt edildi. Bunlardan 15’i daha sonra 24 germplazmin tiimuni analiz etmek i¢in kullanildi. RAPD



reaksiyon karisiminin bazi modifikasyonlari orijinal protokole gore yapilmistir (Operon Technologies
Inc.) : 25 ng DNA 6rnegi iceren 12.5 pl reaksiyon karisimi, 12.5 pmol primer, 1xTaq reaksiyon tamponu,
3mM MgClz, 0.5 birim Taq DNA polimeraz (Amersham Pharmacia Biotech Inc) ve her biri 0.4 mM'luk
dNTPs (Amersham Pharmacia Biotech Inc). Bunlar, bir RoboCycler i¢cinde amplifiye edildi. Cycler
gradientisis1 96 °C’ye programlanmis olup asagidaki gibidir; 94 °C’de 5 dakikalik ilk doniisiin ardindan
94 oC’de 1 dakikada 45, 36 °C’'de 1 dakikada 45 ve 72 °C'de 2 dakikada 45 do6niis. Sonuncu doniisii
takibende 10 dakika siireyle 72 °C’de son inkiibasyona birakilir. Ayrilan (elenen) primerler icin
amplifikasyon, RAPD markerlerinin siirekliligini ve ¢ogaltilabilirligini kanitlamak icin benzer
prosediirle iki veya li¢ kez bagimsiz olarak yiirtitiilmiistiir.

RAPD iiriinlerinin gorselligi ve elektroforez : Her bir RAPD amplifikasyon 6rnegine 6x1 mikro litre
tampon (%30 gliserol, %0.125 bromophenol blue, 20 mM Tris-HCl , pH=8.0) dolduruldu. Ornekler 3.5
saat stireyle 110 V’luk sabit bir voltajda 0.5xTBE tamponu (100 mM Tris-HCl, 89mM borik asit, 1mM
Na2EDTA, pH=8.3) icinde %1.8 agarose jel elektroforezi yoluyla fraksiyonlarina ayristirildi. Jel'ler 15-
20 dakika stireyle 0.5 pg/ml Ethidium Bromide icinde bekletildikten sonra 1 saat siireyle destile su ile
yikandu. Jel, ultra visyole 1s1k altinda gortintiillenmis ve TOYOBO FAS III (TOYOBO Biochemicals, Osaka,
Japan) kullanilarak fotograflanmistir. Amplifiye edilen fragmentlerin boyutlari, A-EcoT 14 DNA ladder
‘le (Takara Shuzo Co. Ltd., Tokyo, Japan) degerlendirildi.

Veri kayit ve analizi : Her bir tam bandin, tek bir genetik lokusta ki dominant bir alleli temsil ettigi
distniilerek, 1 (mevcutlu) ve 0 (mevcutsuz) olarak kayit edildi. Sadece belirgin, iyi tanimlanan ve
kopyalar1 ¢ogaltilabilir olan bantlar, primerleri ve bant numaralar1 kullanilarak potansiyel DNA
markerleri olarak kayit edildi. Ornegin; OPO-13 primeri ilk markeri temsilen OPO-13(1) seklinde. Her
bir RAPD primerinin, polimorfik DNA nispi frekansi (tlirler ve varyetelerin polimorfik bantlar1 =
mevcutlu/tiir ve varyetelerin toplan miktar1) Belaj et al., (2001)’in metodu kullanilarak hesaplanmistir.
Benzersiz (tek) spesifik RAPD markerleri, bant desenleri ve DNA parmakizi'de cay
germplazmlarini tiirler arasi diizeyde ayirt etmek icin kullanilmistir.

Sonuglar

Cay germplazmlarinin genetik poliporfizmi

Elenmis 61 tane iginden analiz i¢in Tablo 2: Secilen primerlerin amlpifikasyon sonuglar
se(;ilen 15 informatif primer Tablo Primer Relative requency ol polymorphic bands
2’de listelenmis tir. Toplamda 102
polimorfik bandin disinda 107 belirgin ::?:: "]’-f ::j; :t:-'l't ::lff;:
(tam) ve ¢ogaltilabilir tirtin, %95.3'lik  pa.14 0.28 (0.05-0.83)
polimorfizme gore secilen  OPA-l6 0.1% (0.04-0.29)
primerlerden ¢ogaltilmistir (Chen ve ::ﬁ!‘"]’:' ::jﬁ :::qu: ::;;”
. . . J=1 4 A AN L)

Yteme?guchl 2002). Pollr'norflk DNA  peiia 0.23 (0.08-0.5)
nispi frekans1 0.04’den (incelenen 24  opc-14 0.28 (0.04-0.63)
varyete veya tilriin sadece birinde OFPG-15 0.6 (0.13-0.96)
bulunan polimorfik bant) 0.96’ya 3]{:”: :::: :E:H: ::];:
kadar (inCEIEHGH 24 varyete veya {]Pflnl.i IJ_IIH t[i-_l'lﬁ ll_l-lhj
tirin sadece birinde bulun mayan ©OPO-15 0.30 (0.04-0.92)
polimorfik bant) siralanmisti. Tek bir ~ OPO-19 : 0.16 (0.04-0.54)

. luvl salt] li fik Ready-to-go primer 2 0.24 (0.08-0.5)
primer yoluyla c¢ogaltilan polimorfi P 0.3

DNA ortalama frekans1 0.16 (OPO-
19)dan 0.60 (OPG-15)’e kadar Parantez icindeki sayilar, incelenen 24 germplazm icinde ki
degismistir (Tablo 2). primerin minimum ve meksimum sikhifim ifade etmeltedir.




Tiirler arasi diizeyde germplazmlari ayirmak icin spesifik markerler

Cesitli bagimsiz metotlar kullanilarak tiirler arasi diizeyde bitki germplazmlarini ayirma imkani veren
degiskenlikler belirlenmistir;

(a) Benzersiz (tek) RAPD markerleri

(b) Spesifik bant desenleri

(c) Farkli primerler tarafindan iiretilen bant desenlerinin kombinasyonu
(Belaj et al.,2001).

(d) DNA parmak izi
(Jiaetal., 2000, Conner ve Wood 2001)

(a) Benzersiz (tek) RAPD markerleri:

Benzersiz (tek) RAPD markerleri yoluyla | Tablo 3: Tirler arasi diizeyde cay germplazmlarim ayirmak
Cay germplazmlarimi ayirmak icin icin kullamlan tek (benzersiz) markerler

Saglanan veri Tablo 3'de Sunlﬂmustur' Discriminated germplasms Unique marker Criteria
C. grandibracteata, C. irrawadiensis, C. grandibracteata i:I}’;J;I_.T [ It :l.l Presence
C. crassicolumna, C. Cl'isplﬂa» C. irrawadiensix OPCG-14 (1) Presence
C. rotundata, C. atrothea, C. crassicofuwmnag UE::'r-IIT (1) :"I'c:&cnrc
- - C. crisprela OPO-1s (1) P IESENCe
C. g_ymno_gyn()ldes’ C. (_iehungenSlS' C. roiundaia OPA-03 (3) Absence
C. sinensis var. assamica, C. atroilea OPO-15 (5) Presence
C. pubicosta, C. fangchengensis, C. .1.}1';"-'1".'-:}'-'-'-"f:-l’i'f : :EJ:J [?1 E:mm‘u
. . defmmgensis J-l2 (1) FeRenee
C. y_ankla_ng(:ha' . . . C. defiimngensix OPGE-12 (5) Abszence
C. sinensis var. DUblllmba, C. sinensis C. xinensiv var. assamica OPA-16 (1) Fresence
gibi 14 germplazmin tiirler arasi C. pubicosia Ready-to-go primer 2 (7).,  Presence
1 lanakl kilan 12 pri 4 OPG-14 (10}
ayrimasini olanakii Killan primerden, C. fangchengensis QOPA-14 (6) Presence
3 adet mevcutsuz tek marker ve 16 adet C. vankiangcha Ready-to-go primer 2 (6) Presence
m 1 k marker el ilmisti C. vankiangcla OPCa-15102) Absence
(Te‘l{)(l:ut;)l tSe a 1 € Ce de leld §t O, sinensis var. OPG-12 (3, OPO-19 (1) Presence
ablo .olrasiyla ; Lamellla Pubilintha
grandibracteata, C. pubicosta ve C. C. sinensis OPA-16 (11) Presence
SIMENSIS var. _pl_lblhmba lk_l farjkh spesifik Parentez icindeki sayilar, primeri'in bant numarasim ifade
DNA markerinin mevcudiyeti yoluyla atmelctedir
ayrilabildi.

Benzer sekilde sirasiyla; C. dehungensis ve C. yankiangcha tek spesifik DNA markerinin mevcutlulugu
yoluyla ayrilabildi.

(b)Spesifik bant desenleri yoluyla :

Bol miktarda ornek desenleri saglayan bazi primerler germplazmlarin ayrilmasini olanakh kilar.
Ornegin: OPO-13; 10’u spesifik olan 13 bant deseni verir. Bu spesifik bant desenleri kullanilarak ; C.
grandibracteata, C. tachangensis, C. kwangnanica, C. taliensis, C. irrawadiensis, C. crassicolumna,
C. crispula, C. gymnogynoides, C. sinensis var. assamica ve C. sinensis gibi 10 cay germplazmi
ayrilabilmistir (Tablo 1, Sekil 1).

(c) Farkh primerler tarafindan iiretilen bant desenlerinin kombinasyonu yoluyla:

24 germplazmin timi tek bir primerle ayrilamaz. Bununla birlikte, farkli primerlerin bant deseni
kombinasyonlar1 onlar1 ayirmak igin gii¢lii bir metot sunar. Tiim germplazmlar1 ayirmak i¢in biiytiik
kapasiteli primerleri, minimum miktarlarda saptamakla miimkiin olmustu. OPO-13 ve OPO-18 veya
OPG-12 gibi iki primerin bant deseni kombinasyonu sirasiyla, 15 tiir ve varyeteyi ayirabilir (Tablo 1).
OPO-13, OP0O-18 ve OPG12 gibi li¢ primerin kombinasyonu C. parvisepaloides, C. manglaensis ve C.
polyneura hari¢ 24 ¢ay germplazminin 21’ini ayirmayi olanakl kilar (Tablo 1). Biiyiik miktarlarda bant



desenleri saglayan OP0O-13, OPO-18, OPG-12 ve OPA-13 gibi dort primerin kombinasyonu tiirler arasi
diizeyde incelenen 24 germplazmin tiimiinii ayirabilir (Tablo 1, Sekil 1-4).

MABCUODEFGHTI T MABCDEFGHI JKL N

Sekil 1: OP0O-13 (I ve II)’den tiretilen bant desenlerinin semasi ve RAPD amplifikasyonu.

Tabandaki harfler, bant desenlerini ifade etmektedir.
I ve II'nin solundaki ilk serit A-EcoT 14 DNA makeridir.

Vi
. SEsses . o
vaee ABCD
D A B CEFTF A B C D
Sekil 2:0P0-12 (11l ve IV)'den iiretilen bant desenlerinin ~ $ekil 4: OP0O-13 (VII ve VIII)'den {iretilen bant
semasi ve RAPD amplifikasyonu. desenlerinin semasi ve RAPD amplifikasyonu.

Tabandaki harfler, bant desenlerini ifade etmektedir

s VI

- — e = - en oo — —— — —
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Sekil 3: OPO-18 (V ve VI)'den Uretilen bant desenlerinin semasi ve RAPD amplifikasyonu
Tabandaki harfler, bant desenlerini ifade etmektedir.
V ve VI'nin solundaki ilk serit A-EcoT 14 DNA makeridir.

(d) DNA parmak izi yoluyla:

102 polimorfik banttan potansiyel olarak giivenilir ve ¢ogaltilabilir 21 RAPD markeri, DNA
parmak izi olusturmak icin secildi (Sekil 5). Bu bantlar sirayla; OPO-13, OP0O-18, OPG-12 ve OPA-
13’den elde edilmisti. DNA parmak izinde her bir tiir ve varyete birini digerinden kolaylikla ayirabilecek
benzersiz (tek) parmak izlerine sahipti.
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Sekil 5:
RAPD markerlerine dayali olarak 24 ¢ay germplazminin DNA parmak izi

Alt cizgideki sayilar 24 germplazmin seri numaralaridir (detaylar icin Tablo 1’e bakiniz).
Koyu renkli bloklar RAPD markerlerinin bulunma durumunu géstermektedir.
Sag kenar iizerinde de ayirmak i¢cin kullanilan spesifik markerler gosterilmistir.

Tartisma

Incelenen cay tiirleri ve varyeteleri, 6zellikle yabanileriyle akraba olanlar ¢ogunlukla Yunnan
eyaletinde ki (Tablo 1) orijinal cay plantasyon merkezinden toplanmis ve Cin, Sun Yat-Sen
Universitesinde tammnmis bir Theaceae taksonomisti tarafindan tespit edilmistir (Chang
1981,1984). Onlar sirasiyla, TRIYAAS ve TRICAAS'de ki CNGTR’de korunmus ex-situ ve celik
iiretiminde kullanilan yerel tip icindeki dornek bitki tiplerinden dogrudan elde edilmis yavru
dollerdi. Yabani tiirlerin ¢ogu, ¢ok kiiciik popiilasyonlara sahip olurken kimi zamanda bir tiir icinde ki
biiytik bir bitkide olabilmektedir (Yu 1986). Thea bdliimii i¢cindeki tiirler aras1 genetik polimorfizm
%94.2 ile 6nceden incelenmis 15 cay varyetesiyle tutarliydi (Chen et al.,2005). Thea b6liimi icindeki
tirler ve varyeteler; bitki boyu, bitki sekli, yaprak boyu ve bicimi, 6zellikle ¢icek ve tohum
karakterlerinden genis morfolojik varyasyonlar gostermisti. Onlar ; 5-15 petal’e, eril veya olmayan 3
veya 5 yumurtaliga, (2)3-5(7) iki bolmeli style, aksis merkezi farkli boyutlardaki diiz veya yassi
kapsiillere, kalin veya ince perikarp’a ve farkl tiirdeki tohum sekillerine sahipti (Chen at al.,, 2000).
Bununla birlikte, ¢ay bitkileri ve onlarla akraba tiirlerden se¢ilen 15 primer’in ortalama DNA polimofik
frekansi 0.24’den 0.83’e kadar degisen ve 0.47’ye karsilik gelen 15 cay varyetesiyle karsilastirildiginda
diisiiktt (Chen at al.,2005). Olas1 nedenlerinden biri, dar bir cografik dagilim ve kiiciik bir popiilasyon
olusturan yabani tiirler arasinda meydana gelen daha az introgressive hibridizasyon (geriletici
hibridizasyon)’dur. Aksine uzun siireli allogamy ve yar1 uyusmazlikla yetisen cay bitkilerinde yiiksek
heterojenik ve sonucta genis genetik varyasyon ortaya cikar (Chen et al.,2005). Camellia cinsi i¢inde,
tlirler arasi polen morfolojisi farkliligindaki diger benzerlikler, cay bitkilerinde tiir i¢i farkliliklardan
daha dardi (Chen et al.,1997)



Onceden, cay bitkileri ve yabanileriyle akraba olan tiirlerini ayirmak icin ; morfolojik
karakterler (Sealy 1958, Chen 1981,1984, Ming 1992, Chen et al.2000), kimyasal bilesenler (Du
et al.1990), esteraz isoenzimi (Lu et al.1992) ve karyotip (Liang et al.1994) kullamilmigsti.
Bununla birlikte bunlarin; biiyiime ortaminin, gelisme asamalarinin, mevsimlerin ve hatta
deneme Kkosullarimin farkhihgindan dolayr c¢ogaltila bilir olmadiklar1 tespit edildi.
Hem tirler arasi hem de tiir i¢i diizeylerde germplazmlar1 ayirmak i¢in RAPD markerlerinin bir ¢ok
basarili 6rnek vardir. DNA parmak izi analizleri de ayrica, tirler arasi diizeyde germplazmlar1 ayirmak
icin iyi bir metot saglar (Ji et al.2000, Conner ve Wood 2001). Mevcut sonuglar ayrica, spesifik RAPD
markerleri kullanilarak tirler arasi diizeyde ¢ay germplazmlarini ayirmak icin bazi1 bagimsiz ve farkl
yolarlida gostermistir. Spesifik bant deseni kullanilarak 10 ve tek (benzersiz) RAPD markerleri
kullanilarak 14 genotip ayrilabil mistir. Dort primerle tiretilmis 21 RAPD bandiyla insa edilen DNA
parmak izi veya sadece bant deseni kombinasyonu kullanilarak tiir veya varyete diizeyinde 24 cay
germplazminin tiimiinu ayirmak kolaydir. Boylece, RAPD analizi sadece Thea boliimii Camellia tiirii
icindeki cay bitkileri ve onlarla akraba tiirler arasinda Ki yiiksek genetik polimorfizmi ortaya
cikarmakla kalmaz (Chen ve Yamaguchi, 2002) ayni zamanda tiirler arasi diizeyde cay
germplazmlarini1 ayirmak icin etkili bir yontem ve pratik bir metot sunar. Sonuc¢ta bu yéntem,
cay 1slah1 icin ebeveyn secmek ve gelecekteki cay germplazmlarini tanimlamamiza yardimci
olacaktir.
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