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Ozet

Somatik embriyodan tiireyen ¢ay bitkilerinin genetik degiskenligini analiz etmek i¢in Basit (Sekans)
Baz Dizilimi Arasi Tekrarlamalar (ISSR)'In benimsenmesi degerlendirildi. Tarlada biyiiyen
bitkilerin morfolojik karakterizasyonu, UPASI-10 ebeveyni ile 6zdes karakter diizeninde olmadigini
ortaya ¢ikardi. 40 primer’in disinda, rastlantisal polimorfizm gosteren 15 tanesi arastirma i¢in segildi.
Tek hat kotiledon kiiltiiriinden elde edilen somaklonlarin genetik biitiinliigii; %33.0’den %55’e kadar
siralanmaktaydi. 0,6 kb’lik uzunlugun altinda kalan fragmentler degiskenlerin sadece %50’si icinde
dikkat cekerken, aksesyonlarin ¢ogunda 1,2 kb'lik tek fragment goriildi. Pearson korelasyon katsayisi
kullanilarak incelenen 120 interaksiyonun disinda sadece, somaklonlarin %9.2’si genetik diizeyde
onemli bir benzerlik gostermisti. Yalin uyum katsayisina dayali olarak yapilan dendrogram da ki son
kiimeler arasinda 2.257 - 3,317’lik bir mesafe ortaya c¢ikti. Bu, somaklonlar arasindaki genis genetik
varyasyonun varligini gliclendirmistir.

Takdim

Giiney Hindistan Cay (Camellia spp.) germplazmi, tiirler arasi ve i¢i dogal hibridizasyonlara dayal
niteliklerin olusturdugu, dogal genetik varyasyonlariyla taninir (Saravanan et al.,2005).

Belirli spesifik karakterdeki elit bitkiler, cok genis germplazm kaynaklar: altindaki dar déntisiim icinde
vejetatif olarak cogaltilan ve ticari olarak kullanilan klonlardir. Son yillarda, spesifik karakterli
germplazmlari korumak ve genetik havuzu genisletmek icin geleneksel 1slah programlarinin yani sira,
cay’da somatik hibridazasyonda denenmektedir (Plain et al,1991). Somatik dokulardan yeniden
tretilen bitkilerde somaklonal varyasyon olusur ve morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve genetik
karakter icin gozlemlenir. Bu prototipler ticari olarak kullanilmamasina ragmen 6nemli bir gen havuzu
saglar ki bu, yaygin varyeteler arasinda ve varyantlar icinde ki genetik iliski sonucu tiirler arasi gen
gecisi yoluyla olusan somatik embriyogenesis sonucudur ve gen transfer teknigiyle karsilastirildiginda
oldukca yapilabilir ve daha ekonomiktir.

Somaklonal degiskenler tizerindeki farkli ¢alismalar, kiigiik bir bitki popiilasyonunda goze carpan
morfolojik varyasyonlar ile daha ¢ok fizyolojik/biyokimyasal araglar kullanilarak yapilmaktadir (Raj
Kumar et al,2001). Zaten, zahmetli ve zaman alic1 bir islem olan geleneksel seleksiyon
metodunda, on goriilen bir zaman cercevesi icinde elit prototipi tanimlamak i¢in alternatif bir
yol aranmaktaydi. Biyoteknoloji ¢aginda; AFLP, RAPD ve ISSR gibi molekiiler markdrler, mevcut ¢ay
germplazminin karakteristik 6zelliklerini analiz etmek i¢in kullanild1 ki bunlar, gézlemlenen genetik
farkliliklarin olasi dizilimini de sunar (Devarumath et al.,2002; Balasaravanan et al.,2003). Diger tarim
Uriinleriyle karsilastirlldigin da Giiney Hindistan ¢ay germplazmindaki genetik farklilik
arastirmalarinda DNA tabanli markor sisteminin kullanimi sinirhidir. O nedenle, ¢ok diisiik diizeyde
morfolojik varyasyon gosteren somaklonlarda ISSR teknigi, farklilasmay1 gii¢ ayirt edebilen diger
molekiler markor araglarindan, genetik farkliligi analiz etmek i¢in kullanimda daha avantajhdir
(Rostiana et al.,1999).

ISSR, siralanmalari yanlardan (sag ve sol) yiiksek derecede korunmus olan ve tek parca gen
icinde dagilmis olan Kkimi niikleotidlerin ikili dizi tekrarlarina dayalidir (Chambers ve
MacAvay,2002). Mikrosatellitlerin baz tiplerinde spesifik veya daha ¢ok belirli bir bitki grubu icin



uygun oldugu gorilmiistiir (Morgente ve Vogel,1994). Bu markoér sisteminin avantajlari; genetik
degiskenliklerin incelenmesi i¢cin diger bir cok molekiiler markér sisteminden teknik olarak daha basit
ve ayrica in vitro kiltlirlin 6n asamalarinda bile bol polimofizm doguran, ¢ogaltilabilir sonuglar
saglamasidir (Tsumura et al,1996). Ayrica, varyete tanimlamasi ve genetik farkliigin
degerlendirilmesinde filogenik arastirmalar icinde uygun oldugu goriilmiistiir (Jain et al.,1999; rain et
al,2001).

Jha et al.(1992)'nin somatik embriyodan tiireyen c¢ay bitkilerinin chroma-somal arastirmalarina
ragmen, somatik embriyodan tiiretilen Camellia bitkilerinin genetik biitiinliigli tizerine markor
incelemeleri rapor edilmemistir.

Bu baglamda, bu arastirmada Zietkiewicz et al.(1994) ve Wolfe et al.(1998) tarafindan agiklanan ve
gelistirilen ISSR teknigi kullanilarak somaklonlar arasinda var olan genetik degiskenligi belirlemek
amaglanmistir.

2. Materyal ve Metot
2.1. Bitkisel Materyal

Ozellikle “Cin” hibrid klonu UPASI-10'un kotiledon dokularindan elde edilen somatik
embriyoid’lerin islevselligini referans alan in vitro calismalarda ; cimlenme ve basarili tarla transferleri
Hindistan, Tamil Nadu Anamallais’de yerlesik Giiney Hindistan Cay Arastirma Enstitiisii (UPASI)
tarafindan Birlesik Ekiciler Birligi'nde 1997 ve 2001 arasinda gerceklestirilmistir (Raj Kumar,2001).
Tim yetistirme uygulamalari, UPASI'nin 6nerdigi standartlara uygun olarak yapilmistir (Hudson et
al,,2002).

2.2. Morfolojik Karakterizasyon

Benzer morfolojik degiskenleri karsilastirmak icin Yeni Delhi (NBPGR) Bureau Ulusal Bitki Genetik
Kaynaklari'na gore ; renk, tekstiir, damar diizeni, testere disli olma ve yaprak ucu ile yaprak agisi gibi
yaprak karakteristikleri incelendi.

2.3. Molekiiler Karakterizasyon
2.3.1. DNA Ekstraksiyonu

Yaprak 6rnekleri dikimden 3 yi1l sonra, 15 tarlada biiyiiyen somaklonal varyantlarin tlimiinden toplandu.
Genomik DNA, Kabayashi et al (1998)’in modifiye edilmis protokoliu kullanmilarak cetryltrimethyl
ammonium bromide (CTAB) ile ekstrakte edildi. Elde edilen DNA kiitlesi %70’lik etanol ile ii¢ kez
yikandi, vakumda kurutuldu ve 100 pl'lik TE tamponu (10 mM Tris-HCL ve 1 mM EDTA(pH:8.0))
icerisinde ¢o6ziildi. Sonra 5pl RNaseA (10 mg/ml) ile muamele edilerek, (%0.8) agaroze jel
elektroforezi ve spektrometre (Genosys 10UV, USA) ile kantitatif ve kalitatif olarak kontrol edildi.
Absorbans orani 260 ve 280 nm araliginda hesaplandi ve genomik DNA Kkalitesi de dogrulandi. Ornek
son olarak, sonraki genetik analizler i¢in 4 °C’'de depolandi.

2.3.2.ISSR Analizi

ISSR primerleri (Sigma Genosys, USA), 40.0-55.0’lik Tm degeri aralig1 ile temel dizilim olan (GA-GT-CT
ve GTC) di- ve tri- nlikleotit tekrarlamalarina dayali olarak sentezlendi. Eleme, 40 primerle yapildi. Net
bir bant deseni veren 15 primer, dogrulama ¢alismalar i¢in kullanildi. Niikleotitlerin se¢imi, ¢ay
genomu ic¢indeki oransal miktarlarinin bulunabilirligine dayaliydi (Mondal,2002). Her biri 0.1 mM
dNTP iceren reaksiyon karisimina 150 nM primer, PCR ana karisimina (MBI Fermantas, USA) 50 ng
DNA ve enzim ilave edilmistir. DNA’siz reaksiyon karisimi negatif kontrol olarak islev gérmiistiir.
Amplifikasyon, programlanabilir bir termo karistirict PTC 200 (MS Research, USA)'da yapilmistir.



Amplifikasyon protokolii; ilk denaturasyon icin 94 °C’de 4 dakika ardindan, 94 °C’de denaturasyonlar
icin 40 saniyelik art arda 42 doniis, secilen primerin kendi Tm degerinde 2 dakika siireyle tavlama ve
1.45 dakika siireyle 72 °C’de uzatma (boylama). Bu son uzatma, 72 °C’de 8 dakika stireyle yapilir.

Amplikonlar, siirekli tampon (1000 ml destile su i¢cinde; 2.0 ml EDTA(0.5M ve pH:8.0) ve 1.14 ml galcial
asetik asit, 4.84 gr TRIS baz) 1xTAE ile 75 V'luk sabit bir sicaklikta 3 saat stireyle %1.4 agarose jel
elektroforez lizerinde ayristirma yoluyla test edildi. Sonug olarak jel, (0.5 pg/ml) ethidium bromide ile
renklendirilerek ultraviole 1s1n altinda goriintiilendi ve kayit edildi. Analiz, se¢ilen her bir primer ile en
az u¢ kez tiim ornekler icin tekrarlandu.

2.3.3 Veri Analizi

Taranan (basilan) jel goriintiisii, fragment uzunluk kalibrasyonlari i¢in Total Lab. Version 3.1
(Amersham Bioscience, USA) 6zel yazilimi1 kullanilarak analiz edildi. Amplifiye edilen fragmentler,
mevcutlu (1) ve mevcutsuz (0) bant icin elle isaretlendi. Polimorfik zon’u bulmak i¢in her bir primerin
karakterize etme kabiliyetini, polimorfizm yiizdesini bulmak icinde her bir primer reaksiyonunda
ortaya cikan polimorfik bant miktarinin toplam bant miktarina orani hesaplandi Ikili veriden
varyantlar arasi 6zdes katsay1 degerleri, Nei’s hesaplamasi ile bir varyant'tan digerinde bulunabilecek
amplifiye edilebilir fragment varlifina dayali olarak tiiretildi (Nei ve Li, 1979). Varyantlar arasindaki
iliskiye dayal benzerlik, NTSYS-Pc Version 2.0 SAHN kiime analizi kullanilarak aritmetik ortalama
logaritmasi ile tartilmamis ¢ift grup metodu (UPGNA) uygulanarak gelistirilen dendrogram formunda
sunuldu (Rohlf, 1992). Baslica bilesen analizi (PCO), Windows ic¢in Sosyal Bilimler (SPSS) Version 7.5
istatistik paketi kullanilarak yapildi. PCO’nun ilk iki bileseni, varyantlar arasindaki iliskiyi belirlemek
icin ¢izilen grafikte kullanildi.

3. Sonuclar ve Tartisma

SES5, SE13 ve SE14 varyantlar: hari¢ diger tiimii UPASI-10 bitki kaynagina benzeyen pliriizsiiz damar
deseni ile eliptik yaprak seklinde olup ¢ok az sayida bir varyant soluk sarimsi yesil yapraklara sahipti
(Tablo 1). SE13 harig, diger tiim varyantlar sivri yaprak ucu ve ¢ogunlukla yatay yaprak durusuna
sahipti. SE15 hari¢ diger tim varyantlarin yapraklar1 yakin/cift testere disliydi. Varyantlarin ¢ogu
yaprak boyutu olarak orta yaprak boyutuna uygun ve sadece bir varyant (SE7) kiiciik yapraklara
sahipti. Tim durumlarda, olgun yaprak tekstiiriiniin kirilgan oldugu tespit edilmistir.

Tablo 1: UPASI-10 klonundan tareyen somaklonal varyantlarin yaprak karakteristiklerindeki morfolojik varyasyonlar

Variant number Leaf characteristics
Colour Shape Venation Tip Posture Serration Size (cm?)*

SEl Yellowish Ovate Rugose Acute Horizontal Close 35-50
SE2 Yellowish Ovate Rugose Acute Horizontal Close 35-50
SE3 Yellowish Ovate Rugose Acute Horizontal Close 35-50
SE4 Yellowish Ovate Rugose Acute Horizontal Close 35-50
SES Dark Eliptic Smooth Acute Semierect Distant =50
SE6 Pale Eliptic Smooth Acute Semierect Close 35-50
SE7 Yellowish Ovate Rugose Acute Horizontal Close <25
SE8 Pale Ovate Rugose Acute Horizontal Close 35-50
SE9 Pale Ovate Rugose Acute Horizontal Close 35-50
SE10 Pale Ovate Rugose Acute Horizontal Close 35-50
SEll Pale Ovate Rugose Acute Horizontal Close =50
SE12 Yellowish Eliptic Rugose Acute Semierect Close 35-50
SE13 Dark Ovate Rugose Blunt Semierect Close =50
SE14 Dark Eliptic Smooth Acute Erect Close =50
SE15 Pale Ovate Rugose Acute Semierect Close >50
UP-10 Dark Eliptic Smooth Blunt Erect Distant =50

4 <25 (small); 35-50 (medium); >50 (large).



Varyantlar UPASI-10 Cin hibridinden tiiremis olmasina ragmen ¢ok az sayidaki varyant Cin
karakteristiklerine (eliptik, koyu yesil, piiruzsiz, dik-yan dik, kiiciik/orta boyutlu yaprak)
sahipken digerleri Assam karakteristikleri (genis/oval, mat sarims1 yesil, burusuk (kivrimh),
yatay, orta-biiyiik yaprak) gostermistir. Bununla birlikte, ebeveyn ile tiimiiyle benzer morfolojik
karakterler gosteren varyant mevcut degildi. Hem Assam hemde Cin karakteristiklerine sahip olan
varyantlar kendi gruplari icinde kategorize edilemedi.

Bu c¢alismada test edilen primerler arasinda 15 primer, polimorfik amplifikasyonda olusan yan yana
dizilenebilen PCR iiriinleriyle (Tablo 2) secildi. Amplifiye olan polimofik fragmentlerin boyu
150’den 1200 bp’ye kadar siralanmaktadir (sekil 1). Sonu¢lardan goériildugii iizere ISSR, genotip
tanimlamada yiiksek ¢oziiniirliige sahiptir ve bu Yang et al. (1996) ve Esselman et al.(1996)21n
bulgulariyla da dogrulanmistir. Somaklonlarin morfolojik varyasyonlarina ragmen yaklasik olarak
ortalama %50 polimorfizm gosteren bu primerlerin bant desenleri kayda deger degildi (Tablo 2).
Barnet ve Branchard (2001) tarafindan rapor edildigi iizere ISSR, amplifikasyonlarinin spesifikligi ve
cogaltilabilirligi reaksiyon planlandiginda dikkate alindi. Amplifiye edilen 1.2 ve 0.65 kb’lik fragmentler
calisilan tiim aksesyonlarda hemen hemen mevcutken sadece SE7 varyanti 0.5 kb’de siralanmist.

Tablo 2: Kullanilan ISSR Primerlerinin detaylan ve analizleri
yoluyla ortay cikarlan polimorfizm.

Code Sequence Polymorphism (%) -
SGIPI GAGAGAGAGAGAGAGAT 78.0 !
SGIP2  GAGAGAGAGAGAGAGYG 68.0
..
L]
s

SGIP3 GAGAGAGAGAGAGAGARGY 620
SGIP4  GAGAGAGAGAGAGAGARGY 605
SGIP6  GAGAGAGAGAGAGAGAC 65.0
SGIP7  ACACACACACACACACYT 50.0
SGIPS ACACACACACACACACYG 50.0
SGIP10  GTGTGTGTGTGTGTGTYR 45.0

SGIP14 CACACACACACACAAC 33.0

SGIPIS CACACACACACACAGT 305 Sekil 1:

SGIP16  CACACACACACACAAG 38.0 SGIP3 primeri kullanilarak amplifiye edilen DNA'nin elektroforetik
SGIP17 ~ CACACACACACACAGG 40.0 deseni. (Solda ki) ilk serit 1-200 bp'lik ana hat (ana skala) (MBI
SGIP1IS  GAGAGAGAGAGAGG 65.0 Fermentas, USA), 2-14.Serit: SE1-SE15 6rnekler.

SGIP20  GAGAGAGAGAGACC 60.5

SGIP23  GAGGAGGAGGC 62.0

where R=A+Gand Y=C+T.

Pearson’s korelasyon katsayisinin ortaya koydugu matris; SE1, %1 olasilikta SE2,SE6 ve SE9’la
onemli bir benzerlige sahipken %5 diizeyinde SE4 ve SE6 ile 6nemli bir iliskiye sahipti. Benzer
egilim SE9 ve SE13 arasinda gozlemlenirken SE8 ve SE10 ¢ok yiiksek katsay1 degeri gosterdi (1.00) ki
0, %1 olasilikta 6nemliydi. Incelenmis olan 120 interaksiyonun haricinde sadece %9.2’si molekiiler
diizeyde 6nemli benzerlik ortaya koydu. Bu somaklonal bitkiler arasinda genis genetik varyasyonun
varligin gii¢lendirir.

Dendrogram, yogunluklar dikkate alinmadan bantlarin mevcutlu veya mevcutsuz luguna gore basit
katsayi eslestirmesine dayali olarak yapildi. Kiimeler icindeki benzer bireyler hiyerarsik kiime yoluyla
analiz edildi ve baslica bilesen analizinde ti¢ farkli grup igcinde 15 aksesyona ayrildi. Son kiime
merkezleri arasindaki uzaklik 2.257’den 3.317’ye kadar degismektedir. Dendrogram; gruplar
arasindaki baglanti ve bireyler arasindaki genetik iliski hakkinda bir fikir saglar (Sekil 2).
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Daha onceleri, germplazm kaynaklarn ggqg
arasindaki farklilik morfolojik, fizyolojik J
ve biyokimyasal karakterizasyon SES8
kullanilarak gosterilmekteydi.

SE11
Aseksiiel iiremeye ragmen, somatik
embriyogenesis genetik gelisim icinde SE12
seleksiyonu saglayan morfolojik
karakteristikler deki farkhliklara refakat ~SE13
eder (Raj Kumar et al.,2001).

SE14
Molekiiler markorler genomik diizeyde
varyasyonun tanimlanmasini  saglar SE9
(Bornet et al,2003; Mondal ve SE1
Chand,2002) ve doku kultiiri
varyasyonlara neden oldugunda, genetik SEB L
mutasyonu belirlemeye de olanak saglar
(Sanzhez-Teyar et al.,2003). SE5 -
Cay’'da AFLP kullanilarak molekiler gg15
markorlerin gelisimi ilk kez Rajsekaran
(1997) tarafindan denenmisti. Bu SE3
calismada sadece kiiciik bir genetik
farklilik bilgisi mevcut oldugunda bile, SE2
ISSR analizinin bitki tiirleri icindeki
genetik varyasyonu ayirmanin  6n  SE4
degerlendirilmesi  icin  kullanilabilir
oldugu kanitlandi. Bu, Devarumath et al. SE7
(2002)'nin bulgular ile de desteklendi. ; : ' " + i
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Sekil 2:
Somaklonal varyantlarin hiyerarsik kime analizi

Bu arastirmanin sonugclari, rejenerasyonlarin dogal kalitimi icindeki degiskenlikleri ve somaklonlardaki
tek (benzersiz) molekiiler markoérleri dogruladi. Boylece, somaklonal varyantlarda goéz Oniine
getirilerek (boyanarak) gozlenebilen genetik varyasyon, Gliney Hindistan germplazmlarinin benzersiz
kalitsalligina katki saglayan, genotiplerde stabillenen ve hiicre ile hiicre alt1 diizeyde olusan kontrol dis1
(istenmeyen) manipiilasyonlarin olasilifina da baghdir. Somaklonal varyasyon hizli gerceklesmis olsa
bile, bir ¢cok gene bagliligindan dolay1 gercegini tespit etmek giictiir. Bu, bitki 1slahi i¢in kullanilabilir.
Somatik embriyogenesis; somatik embriyonun iiretiminden ¢imlenmeye kadar optimum dogru
sonuglar icin tatmin edici kosullar arasinda gii¢ algilanan interaksiyonlarda ¢oklu faktérler tarafindan
kontrol edilen bir islemdir ki o, klon’dan klon’a farkli olup, eksplant gereksinimleri de farkhdir.

Genetik havuzun varligini ortaya koyan ¢calismalarda kullanilan sinirh sayidaki ornekle, iistiin
genotipler ile cevre arasindaki iliskiyi tamimlamak i¢cin arastirma yapmak gereklidir.
Degerlendirme yonteminde, istenilen tarimsal karakterleri sergileyen prototip, koruma ve
ticari kullamim icin gelecekteki 1slah programlarina entegre edilebilir. Tek (benzersiz)
boélgelerin (kromozom iizerindeki) tanimlanmasinda ISSR markérleri bir kaynak olarak hizmet
ederler. Onlar, varyete tanimlama ve genetik biitiinligii degerlendirmek i¢in uygundur. Boylece elde
edilen tek (benzersiz) fragmentler, markor destekli seleksiyon icin Baz Dizilimi Belirlenmis Cogaltilan
Bolge'lere (SCAR) doniistiirilebilir.
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