Bu calismada, "mamul ¢ayin" genetik analizi ile orijinin nasil belirlenebilecegi anlatilmaktadir
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Ozet

Cayin orijini ve farkliliklar1 hakkinda oldukg¢a az bilgi mevcuttur. En yiiksek deger bicilen c¢ay tirtinleri,
orijin bolgeleri temel alinarak satisa sunulanlardir ancak halen paketler tuzerindeki etiketleri
dogrulamak i¢in kullanilabilir bir metot yoktur. Biz, cay icin gelistirilmis 15 mikrosatellit lokus’u elde
ettik. Bunlarin, dogrulugu kanitlama amacina yonelik yararlilik larini belirlemek i¢in bir dizi ¢ay klonu
icerisindeki polimorfizm degerlendirildi. Gelistirilen mikrosatellitlerin bir ¢ogu hem farkl cografik
orijinler icinde hem de arasinda yiiksek derecede polimorfizm oldugunu kanitlamis oldu ve ¢ayin
genetik orijini ile popiilasyon genetigini arastirma potansiyeli sundu.

Takdim

Diinya mamul ¢ay tretimi 2002’de ti¢ milyon tonu (kuru agirlik) asmis ve yillik 4.5 milyar $US’lik bir
pazar arz etmektedir (FAOSTATS, www.fao.org). iki ¢ay tiirii : "Cin tipi” Camellia sinensis ve "Assam
tipi” Camellia assamica ,Glineybat1 Cin ve Kuzeydogu Hindistan (Assam), Myanmar civari1 kaynakli
olmakla birlikte yerli varyetelerin insanlikla tanismasi ve Kkiiltiire alinisinin tarih (kronoloji) ile
aydinlatilmasi giictiir (Sealy, 1958). Avrupalilar, 18. ve 19. yiiz yillarda c¢ay bitkilerini Cin’den elde
etmis ve kolonilerinde plantasyonlar tesis etmistir. Daha sonra, yetistiriciligi daha elverisli olan
Assam’da ki yerel ¢ay bitkileri kesfedilince (Griffiths, 1967) Assam tipleri, Cin tipi bitkilerin yerini
almis ve sonraki donemlerde meydana gelen (kontrolsiiz) hibridizasyon sonucu "saf” Assam
denilebilecek bitkilerden s6z edilememistir (Banerjee, 1992). Biiylik miktarda, ¢cay tohumuna dayah
cay yetistiriciliginin yayginlasmasindan sonra bazi tohum stoklar1 icinde 6zellikle Assam tipleri sik sik
koken karisikligl gosterdi. Vejetatif iiretim (klonlar) 1960’larda tohumla iiretimin yerini almaya
baslamis ancak bu kez de ¢ay varyeteleri icindeki genetik cesitlilik azalmistir (Visser, 1976). Her bir
cay uretim bolgesindeki tarihi slire¢ -o0zellikle baskin yerel klonlar- boélgeler arasindaki allel’lik
farkhiliklarini incelemek i¢in bir firsat sundu.

Cayin (genetik) farkhiliklari, RAPD makoérleri (Wachira 1995, Chen et al.,, 1998; Liyanage et al.,2001;
Wachira et al., 2001; Kaundun & Park 2002) ve AFPL markorleri (Wachira et al.,,2001; Balasaravanan
et al.,,2003) ile incelenmekteydi. Bununla birlikte, bu tekniklerin her ikisi de dominant makoérler tiretir
ve RAPD markorlerinin kullanilmasi durumunda da, laboratuarlar arasinda yeniden elde edilebilirlige
dair bir dizi siipheler olusmustu. Mamul ¢ayin genetik analizi yoluyla, liretim bolgesini belirleme
olasiligini arastirmak i¢in bir mikrosatellik lokus dizisi gelistirdik. Olusturulan bu markdérler ayni
zamanda, ¢ay materyallerinin popiilasyon yapilarini da degerlendirmek i¢in bir arag islevi gormiistiir.

Zenginlestirilen bir mikrosatellit kiitiiphanesi, Edward’s et al,,(1969)'1n zenginlestirme protokoliine
gore yapilandirilmis ve Haddrill et al.,(2002)’tarafindan tanimlanmis olan optimal tavlama 1sis1 i¢in
test edilmis ve mikrosatellit primerleri gelistirilene kadar siirdiiril mistir.

Mikrosatellitlerin polimofizmini degerlendirmek icin 10 ng’lik DNA 6rnekleri, 12.5 pL‘lik reaksiyon
karisimi : 2.5 mM MgCl2, 10 mM Tris-HCI (pH 9.0), 50 mM KCl, %0.1 Triton X-100, 0.2 mM dNTP
icerisinde amplifiye edilmis ancak daha 6nceden ters primerler 0.5 uM ABI 0.1 U Taq DNA polimeraz
(Promega) fluoseran boya ile isaretlenmistir.


http://www.fao.org/

#: Degerlendirilen ¢ay genotiplerinin sayisi. Ta: Primer ciftleri icin tavlama sicakligl. Bu genotipler i¢in
allel'lerin boy sirasi otomatik genotip verisine dayali olup allel'ler; degerlendirilen 14 veya 15 genotip
arasinda belirlenen farkl allel sayisim1 verir. Polimorfik Bilgi Icerigi (PIC) degerleri bu verilerde
yararlanilarak hesaplanmistir.

Tablo 1: Cay (Camellia sinensis) icin 15 mikrosatellit lokusu’nun gelistirilmesi ve ayrilmasi

Repeat EMBL Size range T PIC

Locus Primer sequences (5-3") motif Accessionno.  # (bp) (°C)  Alleles  value

CamsinM1 F: GAATCAGGACATTATAGGAATTAA (GT)y¢ Al621786 15 280-300 50 9 (.88
R: GGCCOGAATGTTCTCTTTTCT

CamsinM2 F: CCTCTGGETGETCCTACACCT (GT)y, A)621787 15 240-260 55 10 091
R: BAAGCCTTGATCGCCTTTCG

CamsinM3 F: GGTGTGGTCTTTTGARAGARA (CA)y4 AJ621788 14  190-210 65 8 0.86
R: TGTTAAGCCGCTTCAATGC

CamsinM4 F: ACATTCAAGCANTCCACATATGTGAAR  (GA), AJ621789 15 358-370 60 5 0.72
R: CCTGNTGCAGGACTGTCTATAGATGA

CamsinM5 F: BAACTTCARCAACCAGCTCTGGTA (GT)5(GR), Al621790 15 170-205 60 10 0.81
R: ATTATAGGATGCAARCAGGCATGA

CamsinM6é F: TGTTTTCTTAGGGTTCGATAAACG (TG)5(Ths Al621791 15 280-300 55 11 0.89
R: TTTTCTTGTAATGACCARARTTC

CamsinM7 F: TGGTARGGGTCCTAAGAGGTACAC (GT)y4 AJ621792 15  210-235 55 10 0.87
R: TTCCAATCTTTTTCTATAACATCTGE

CamsinM8 F: CCATCATTGECCATTACTACAR (Ca),((T);  AJ621793 15 154170 65 10 092
R: CCATATGTGTCTGAATCATARARCC

CamsinM9 F: CTCATGGAGTCCARGGAAGT (CT)5(Cr)y,  AJ621794 15 170-205 55 7 0.88
R: ARAGCAGTCTGGAACCTTGC

CamsinM10  F: TTACATCTCTTTTGCAGCTETCGE (GT)y, AJ621795 14 170-195 65 8 0.86
R: CTTCGGGAACTTCTGCTTCATC

CamsinM11  F: GCATCATTCCACCACTCACC (CR)y, AJ621796 14 82-160 65 9 0.81
R: GTCATCAAACCAGTGGCTCA

CamsinM12  F: CATTATCGTCACTTGCARRAGAGET (GT),(GR),  AJ621797 14 135-190 65 12 0.89
R: CGAGRAGAAGAGCTCTATTGGTT

CamsinM13 F: CACATTGTGGCGTGTTATTAATTT (TG4 Al621798 14 160-246 60 13 0.92
R: ACATTGGCTATCTCTCATCATGS

CamsinM 14 F: TGGACTTGGARCGACTGAGE (GR), ¢ AJ621799 14 236 65 1 (4]
R: ACARAGCTCAACCTGCCATT

CamsinM15  F: CAACTTGAGCATCAAACCTCA (CTh,(Ca),,  AJ621800 14 22 55 1 0
R: TGAAGCTGTGGGAGATETCA

Yukarida belirtilmis olan tavlama sicakligl, polimeraz zincir reaksiyon (PCR) protokolii kullanilarak
optimize edildi ve Tablo 1'de sunuldu. PCR firiinleri, yiiklemeden 6nce 2 dakika siireyle 95 oC’'de
denatiire edilen ve buzda sogutulan Hi-Di Formamide (1:20) ve standart boyutta 9.5 uL GeneScan-500
ile karistirilarak, 0.5 pL trin ile yiiklenebilen GeneScan Polymer 3100POP-4 kullanilarak kapillar
array ABI PRUM 3100 Genetik Analizoér’'de belirlendi.

Mikrosatellitlerin degerlendirilmesi; Kenya (6), Gliney Hindistan (4), Malawi (3), Japonya (1) ve
Assam (1)’den elde edilen bir dizi klondan tiiretilmis DNA’lar kullanilarak yapilmistir. Bir ¢ogu,
Cambridge Universitesi Botanik Bahgesi’'nde yetistirilen (¢ay) bitkilerden alinmistir. DNA’larin
hazirlanmasi, modifiye edilmis Dellaparta metoduna dayali olarak yapilmistir (Dellaparta et al., 1983).
Yaklasik olarak 0.2 gr kurutulmus yaprak dokusu 60 dakika siireyle 65 oC’de 1.5 mL mikrofuge tiip
icerisinde ki 0.75 mL tampon ekstraksiyon unda (0.1 M tris, 0.5 M NaCl2, 0.05 M EDTA, %1 PVP, 10
mM 2-mercaptoethanol, %1 sodyum dodecyl siilfat) bekletildi. Ornekler daha sonra, 10 dakika siireyle
16.060 gr’lik bir Biofuge Pico (Heraeus) mikrofuge’de santrifiij edildi. Stipernatant kaldirildiktan
sonra ¢okelen DNA, 20 dakika stireyle 16.060 gr'lik Biofuge Pico (Heraeus) mikrofuge’'ye esdeger
hacimdeki propan-2-ol ile santrifiijlendi. Stipernatant uzaklastirild1 ve pelte, 100 pL TE tanponu (10
mM Tris-HCl pH:8.0, 1 mM EDTA) icerisinde tekrar siispanse edildi ve 10 ng/mL’ye kadar seyreltildi.



14 veya 15 farkli genotip ile bunlar1 primer gruplara ayirmanin sonuglar1 ve amplifiye edilen
mikrosatellitlere ait temel veri Tablo 1’de sunulmustur. Gériilebilecegi gibi, Polimorfik Bilgi Icerigi
(PCR) degerleri 5'den 13’e kadar siralanmis olan (CasminM14+15 hari¢) farkli miktardaki allel’de
genel olarak ytiksektir. Bu, caydan elde edilen bir mikrosatellit grubuna ait ilk rapordur. Yiiksek
polimorfik ¢ay mikrosatellitlleri dizisinin gelistirilmis olmasi, ¢aylarin orijinleri iizerinde genetik
bilginin toplanabilmesine imkan saglayacak ve diinya capinda ¢ay karsilastirmalarn igin bir Genetik
Bilgi Hatti olusturacaktir.

Tesekkiir: Arastirmacilar, Q01048 referanshi "DNA Parmak izi Profilinin Kullanim1 Yoluyla Yiiksek
Kaliteli Cay Uriinlerinin Orijinal Kékeninin Belirlenmesi” projesi kapsaminda UK Gida Standartlarn
Ajansi tarafindan saglanan finansal destege ve ilaveten "DNA-iz Projesi 1999/C64/14” kapsaminda EU
tarafindan saglanmis olan destege tesekkiir eder.

Kaynak: Susan Freeman, Jon West, Celia James, Vince Lea and Sean Mayes. 2004. Isolation and
characterization of highly polymorphic microsatellites in tea (Camellia sinensis). NIAB, Huntingdon
Road, Cambridge, CB3 OLE, UK, Department of Genetics, Cambridge University, Cambridge, CB2 3EH,
UK,HRI, East Malling, West Malling, Kent, ME19 6BF, UK,Division of Agriculture and Environment,
Nottingham University,Loughborough, LE12 5RD, UK.

Mikrosatellit (Simple Sequence Repeats (SSRs): Mikrosatellit'ler genom icerisinde, mono, di, tri yada
tetra niikleotid permutasyonlarin her hangi bir formu seklinde “tandem” olarak (birbiri ardina)
tekrarlanan (tandem repeated) ve polimorfik 6zellik gosteren kisa DNA sekanslaridir.

(http://en.wikipedia.org/wiki/Microsatellite)

Yiiksek dereceli polimorfik mikrosatellitlerin ¢ay genotipinin tanimlanmasinda kullanimini konu alan
diger giincel arastirma 6rnekleri:

PCR-based amplicon length polymorphisms (ALPs) at microsatellite loci and indels from non-coding
DNA regions of cloned genes as a means of authenticating commercial Japanese green teas. Journal of
the science of food and agriculture ISSN 0022-5142 2004, vol. 84
http://cat.inist.fr/?aModele=afficheN&cpsidt=15778818

Assessment of genetic diversity of tea (Camellia sinensis (L.) O. Kuntze) by inter-simple sequence
repeat polymerase chain reaction. Euphytica ISSN 0014-2336 (2002), vol. 128

http://cat.inist.fr/?aModele=afficheN&cpsidt=14355030

The Korean Tea Plant (Camellia sinensis): RFLP Analysis of Genetic Diversity and Relationship to
Japanese Tea. Vol. 54 (2004), No. 3 231-237.

http://www.jstage.jst.go.jp/article/jsbbs/54 /3 /54 231/ article
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