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Ozet

Secilen 26 UPASI cay klonunun genetik farkliligin1 tanimlamak icin ¢ay yapragindaki katesinler ve iki hidroksillilerin (dihydroxylated ), ti¢c hidroksilli
katesin fraksiyonlarina (trihydroxylated ) orani analiz edildi. Temel Bilesen Analizi (PCA) 6zellikle katesinler, kalite bilesenleri ( siyah ¢ayin likor
karakteristikleri ile yesil yapraklardaki amino asitler, toplam katesinler, toplam polifenoller gibi ) ile birlikte jat'lara gore ( jat'lat; Assam, Cin, Kambocya
vb. orijinlere dayali cografik irklardir) 5 gruba ayrilan ¢ay klonlarindaki regresyon (gerileme) faktoriine dayalidir. I.Grupta UPASI-1, UPASI-2, UPASI-9 ve
UPASI-10 gibi kurakliga toleransh klonlar ile UPASI-10, UPASI-12 ve UPASI-15 gibi orta kaliteli (mamul tiriin kalitesi itibariyle) klonlar sunuldu. 2.Grup
tamamen Cin varyetelerini icerirken, 3.Grup yliksek kaliteli ¢ay varyetelerine sahipti. Assam caylarinin (5.Grup) sahip oldugu iki hidroksilli'lerin,lig
hidroksilli katesin fraksiyonlarina orani (1:4), Cin caylarindakinden (1:5) (2.Grup) daha distiiktii. Bu biyokimyasal farkliliklar, cogunlugunun Nirgilis’te
yerlesik bir ¢ay arazisinden (tarlasindan) secilmis olmasina ragmen katesin fraksiyonlarina gore ayrilan UPASI cay klonlarindaki genetik farkliligin ¢ok
genis oldugunu gosteriyor.

1.Takdim

Gilintimiizde cay yetistiriciligi (6zellikle plantasyondaki bos bolgeleri doldurmak, bitki dikimi, siraya dikim ve yenileme) ¢ogunlukla vejetatif yolla liretilen
materyalden elde edilen klonlara dayanir. Bu tamamen farkl orijinli klonlardan yararlanilmaksizin hazirlandiginda, genis alanlara diklen klon caylarda
genetik farklihg1 azaltacaktir. ilk calismalarda kullanilan Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA (RAPD) ve Cogaltilmis Parca Uzunluk Polimofizmi (AFLP)
isaretleyicileriyle yapilan calismalarda Kenya c¢aylarinin Hindistan germplazmi ile yakin benzerlikler gosterdigini ortaya koymustur. (1). Yinede,
germplazm ile 6nceden tasarlanan bir seleksiyon icinde yiiksek kalite kayip olur. lyi kaliteli cay bitkilerinin seleksiyonu icin likér karakteristiklerini veren
biyokimyasal bilesenler lizerin de titiz bir ¢calismaya ihtiya¢ vardir. Yesil ¢ay katesinleri ve onlarin oksidasyon tirlinleri cayin kalitesi tizerinde belirleyici
olan 6nemli biyokimyasallardir. (-)- epikatesin (EC), (-)- epigallo katesin (EGC), (-) - epigallokatesin gallat ( EGCG ) ve (-)- epikatesin gallat ( ECG ) yesil
yaprakta hakim olan baslica katesinlerdir.

Theaflavin ve thearubigin gibi oksidasyon iiriinleri siyah cayin kalite karakteristik lerinin cogundan sorumludur. (2). Son iiriiniin kalite potansiyelindeki
yukseklik ile toplam katesin icerigi yiiksekligi arasinda iliski vardir. (3) Aksine, bu yontemde doniisiime ugradiklari i¢in bireysel olarak katesinler dikkate
alinmaz. Katesin fraksiyonlari, genetik biyo bilesenler ile ¢ay kalitesini belirleme de 6nemlidir. (4) Boylece bireysel olarak katesin fraksiyonlarinin ifadesi
calismada esas alinmistir. Sirasiyla iki hidroksilli katesinler (EC ve ECG) ile ti¢ hidroksilli katesinler (EGC ve EGCG) 6nciileri olan iki hidroksilli quercetin
(dihydroquercetin) ve iki hidroksilli myricetin (dihydromyricetin) genetik kontrol altindadir ( Gerats ve Martin, 1992 ). iki ve ii¢ hidroksilli katesinlerin



oranlari ¢aydaki genetik farkliliklar1 ¢alismak icin kullanilir. Bu baglamda, genetik ve cografik farkliliklar icin UPASI ¢ay klonlarinin toplam katesinleri ile
iki ve li¢ hidroksilli katesin oranlari, yliriitiilen denenmede analiz edilmistir.

Tablo 1 : UPASI gay klonlarinin orijinleri ve tanimlayici karakterleri

Clone Accession Source of the material Variety Reference

UPASI-1 B/4/141 Brooklands Estate, The Nilgiris Assam Mohanan and Sharma (1981)*
UPASI-2 B/4/142 Brooklands Estate, The Nilgiris Assam Mohanan and Sharma (1981)
UPASI-3 B/5/63 Brooklands Estate, The Nilgiris Assam Mohanan and Sharma (1981)
UPASI-4 B/6/10 Brooklands Estate, The Nilgiris Assam Balasaravanan et al. (2003)"
UPASI-5 B/6/21 Brooklands Estate, The Nilgiris Cambod Balasaravanan et al. (2003)®
UPASI-6 B/6/24 Brooklands Estate, The Nilgiris Assam Balasaravanan et al. (2()()3)b
UPASI-7 B/6/34 Brooklands Estate, The Nilgiris Assam Balasaravanan et al. ('2()()3)b
UPASI-8 B/6/36 Brooklands Estate, The Nilgiris Cambod Balasaravanan et al. (2003)®
UPASI-9 B/6/61 Brooklands Estate, The Nilgiris China Mohanan and Sharma (1981)
JPASI-10 B/6/62 Brooklands Estate, The Nilgiris China Mohanan and Sharma (1981)
UPASI-11 B/6/127 Brooklands Estate, The Nilgiris Assam Balasaravanan et al. (2003)"
UPASI-12 B/6/129 Brooklands Estate, The Nilgiris Cambod Balasaravanan et al. (2003)®
UPASI-13 B/6/137 Brooklands Estate, The Nilgiris Assam Balasaravanan et al. (2()()3)h
UPASI-14 S/6/99 Singara Estate, The Nilgins Cambod Balasaravanan et al. (2003)"
UPASI-15 SP/4/5 Springfield Estate, The Nilgiris China Mohanan and Sharma (1981)
UPASI-16 B/6/182 Brooklands Estate, The Nilgiris China Mohanan and Sharma (1981)*
JPASI-17 B/6/203 Brooklands Estate, The Nilgiris Cambod Mohanan and Sharma (1981)
UPASI-18 B/6/57 Brooklands Estate, The Nilgiris Cambod Balasaravanan et al. (20()3)b
UPASI-19 SP/4/6 Springfield Estate, The Nilgiris Cambod Balasaravanan et al. (2003)®
UPASI-20 B/7/372 Brooklands Estate, The Nilgiris China Balasaravanan et al. (2003)®
UPASI-21 B/4/198 Brooklands Estate, The Nilgiris Assam Mohanan and Sharma (1981)*
UPASI-22 B/6/29 Brooklands Estate, The Nilgiris Assam Balasaravanan et al. (2003)
UPASI-23 B/5/148 Brooklands Estate, The Nilgiris Assam Balasaravanan et al. (2003)®
UPASI-24 B/5/149 Brooklands Estate, The Nilgiris Cambod Balasaravanan et al. (2003)®
UPASI-25 K/19/16 UPASI TRF, Anamallais Cambod Balasaravanan et al. (.’Z()()3)b
UPASI-26 DVS/3A/39 Devarshola Estate, Nilgiri-Wynaad Assam Balasaravanan et al. (2003)®
UPASI-27 A/S58 Anaimudi Estate, Anamallais Assam Balasaravanan et al. (2003)®

Morfolojik, sistematik analiz ve AFLP analiz arasinda bazi varyasyonlar vardir.

a Morfoloji ve sistematik esas alinarak
b AFLP analizi esas alinarak dogrulanmig



2. Materyal ve Metod

iki yaprak ve bir tomurcuk iceren cay siirgiinleri verimin maksimuma
ulastig1 ve azaldig1 donemlerde, yilda dort kez hasat edildi. Cay bitkileri
deniz seviyesinden (MSL) 1150 m yukarida bulunan UPASI Deneme
Ciftliginde yetistirilmektedir. Farkliliklar1 6nlemek i¢in toprak
yluzeyinden 26 in¢ yukaridan budana ve ayni yasta olan bitkiler secildi.
Uzerinde ¢ahisilan UPASI klonlarinin farkli tiplerine ait cins ve cografik
veri Tablo 1 ‘de sunulmustur. Temel olarak UPASI c¢ay klonlarinin Assam,
Cin ve Kambogya hibritlerinden olustugu ifade edilmektedir. Bu
siniflandirmada fenolojik karakteristikler esas alinir. (5). RAPD ve AFLP
teknikleri gibi yeni biyoteknolojik araclar, genetik ve cografik orijinleri
temel alarak farkl siniflardaki bitkileri gruplandirmak icin kullanilir.(6)

Toplanan cay stirgiinleri, Swain ve Hillis (1959) tarafindan rapor edilen
metot kabul edilerek toplam katesin igeriklerini belirlemek i¢in (Model :
Genesys 10 UV) spektrometre kullanildi. ISO 14502-2, 1999 metoduyla
HPLC (Model HP 1100 serisi) kullanilarak kantitatif olarak katesin
fraksiyonlar1 belirlendi. UPASI-23 cay klonu Nirgilis'in yliksek rakimh
alanlarinda yetistigi icin biyokimyasal degerlendirmeye tabi tutulmadi.
Cay klonlarini kiimelere ayirmak icin elde edilen veriler lizerinden 6zel
amacl istatistik yazili (SPSS, Ver. 7.0) kullanilarak temel bilesenler analiz
edildi ve dogrusal regresyon analizine tabi tutularak degerlendirildiler.
PCA (temel bilesen analizi) analizi i¢in bireysel olarak toplam katesin
icerigi ve fraksiyonlar1 dikkate alindi. Farkl ¢ay tipleri arasinda net bir
tanimlama saglamak icin en ytiksel ¢6zlinme giiciine sahip katesin orani,
diger degiskenlerle karsilastirilip PCA yoluyla agiga ¢ikarilarak yapilan
tanimlamada, hem toplam katesin hem de ti¢ hidroksilli katesin
konsantrasyonlart mevcut germplazm’lardan sadece Kkaliteli klonlarin
tanimlanmasini saglar.

Tablo 2: UPASI gay klonlarinda ki katesin fraksiyonlan

Clones Relative distribution of catechin fractions®
EGC EC EGCG ECG Total
(V5) (Vo) (Vo) (%) catechins (%)"
UPASI | 2.52 1.35 11.82 1.18 16.87
UPASI 2 1.68 1.45 12.53 1.05 16.71
UPASI 3 2.28 1.74 13.86 1.86 19.74
UPASI 4 2.02 1.43 11.66 1.31 16.42
UPASI 5 1.83 1.50 10.29 1.08 14.70
UPASI 6 2.73 1.73 10.81 1.16 16.44
UPASI 7 2.08 1.32 10.46 1.13 15.00
UPASI 8 2.12 1.52 11.52 1.29 16.45
UPASI 9 1.97 1.29 12.28 1.34 16.88
UPASI 10 1.51 1.41 12.95 1.26 17.12
UPASI |1 1.85 1.34 11.08 1.06 15.32
UPASI 12 1.45 1.34 13.62 1.52 7.93
UPASI 13 1.91 1.61 10.55 1.08 15.14
UPASI 14 1.55 1.54 12.29 1.29 16.67
UPASI 15 2.06 1.44 13.26 1.14 17.91
UPASI 16 1.27 1.21 10.54 1.41 14.44
UPASI 17 2.73 2.04 13.85 1.77 20.39
UPASI 18 2.26 1.75 10.84 1.14 16.00
UPASI 19 1.64 1.43 12.99 2.09 18.14
UPASI 20 1.63 1.38 12.86 1.70 17.57
UPASI 21 1.56 1.35 12.14 1.97 17.03
UPASI 22 1.66 1.54 11.03 1.54 15.78
UPASI 24 2.04 1.87 12.43 1.67 18.01
UPASI 25 2.03 1.33 10.62 (.88 14.86
UPASI 26 1.91 1.50 9.51 0.91 13.83
UPASI 27 1.54 2.17 12.60 1.78 18.09

Dederler dort sezonun ortalamasi ve drnekler Ug tekrarlamaldir,
a Finnda kurutulan gay drnedi ekstrakstlar ile HPLC kullanilarak

belirlenen katesin fraksiyonlar.

b taze gay slUrgunleri ile spektrofotometre kullanilarak belirlenen
toplam kategin.



3. Sonugclar ve Tartisma

Yetistirilme/Ticari kullanim icin piyasaya arz edilse bile UPASI ¢ay klonlar1 (UPASI-1’den UPASI-27’ye kadar) Giiney Hindistan’daki bir cografi kokene
aittir. Onlarin ¢ogu Nilgiris, Brooklands Cay Arazisinde tanimlandi. Bu klonlarin toplam katesin icerikleri degiskendir (Tablo 2). Varyasyonlar sadece
fenolojilerinde degil genetik karakteristiklerinde de gézlemlendi. Klonlar i¢cinde en yiiksek toplam katesin icerigine UPASI-17 (Kambogya), ardindan UPASI-
3 (Assam) sahipti.

Ilk elute edilen ( HPLC'de alinan ) (-)- epigallokatesin ( EGC ) ardindan (-)- epikatesin (EC), (-)- epigallokatesin gallat (EGCG) ve (-)- epikatesin gallat (ECG)
geldi. Miktarlar1 ve oranlari ¢ay klonlar farklilastikca degisti (Tablo 3). Katesin fraksiyonlarinin miktarlarindaki marjinal farklilasmaya ragmen toplam
katesin igeriginin en yiiksek UPASI-17’de oldugu gortildii ve ardindan UPASI-3 geldi. Toplam katesin ve fraksiyonlarinin en diisiik degeri UPASI-26’da kayit
edildi. Kayit edilen toplam katesin ve fraksiyonlarinin degeri bir digeri ile ortiismiiyordu. Bu, mevcut calismada kullanilan HPLC metodu ve
spektrofotometre metodunun dogrusalligindaki farkliliktan kaynaklanir. Bu ¢alismada elde edilen sonuglar, ¢ay klonlarinin metabolik fonksiyonlar: ve
biyokimyasi tizerine yapilmis ilk ¢alismalar1 dogrulamaktadir. (7)

UPASI klonlarinin istatistiksel 6zeti, katesinler ve fraksiyonlari temelinde 5 fakl gruba ayrildiklarini ortay ¢ikardi (Tablo 3). Sadece toplam katesin dikkate
alindiginda, 6 genotip yiiksek kalite kategorisi sergilerken, 7 prototip diisiik kategoride yer ald1. Iki klon grubu orta kategorideyken diger iicii iyi kaliteli
klonlardi. Kalan diger iki klonda iyi klonlardi (Tablo 3). Bireysel katesin fraksiyonlari1 ve kombinasyonlarinda da benzer egilim gozlemlendi (Tablo 2 ve 3).
Toplam katesin ve fraksiyonlarina ait veri birlestirildiginde gruplar igerisindeki farkliligin belirginlestigi gortldu (Tablo 4). II. ve III. Gruplar kiime
toplulugu arasinda goze carpan bir farklihiga sahipti, bunu III. ve IV. Gruplar, II. ve V. Gruplar ile son olarak I. ve IIl. Gruplar izledi. IV. ve V. kiime arasinda
cok sinirh bir iligki goriildii (Sekil 1). Temel bilesen analizinin ilk béliimiinde % 60,3 degiskenlik rapor edilmisken, ikinci boliimde toplam degiskenlik %
39,7 olarak rapor edilmistir. II. ve II. kiimeler arasindaki fark ¢ok yiiksekti, bunu III. ve IV. kiimeler izledi. IV. ve V. gruplar arasinda ise ¢ok yakin bir iligki
vardil. UPASI-26 (Devarshola) vb. gibi bir veya iki klon hari¢ birakildiginda diger hiyerarjik kiimelesme icerisindeki gruplar dogal yolla melezlenmeyi
dogrulamaktadir.

Cay klonlar1 Assam ,Cin, Kambogya hibridleri olarak ayrilmis olsa bile, hi¢ biri katesin fraksiyonlarina gore bireysel gruplara ayrilmaz. Bu ¢ok uzun siirede
olusan ve siiresiz devam eden dogal hibridizasyondan kaynaklanir, ki bu siiresiz siire¢ fizyolojik / metabolik fonksiyonlar ve biyokimyasal énemli
farkhliklardan sorumludur. Ornegin; [. kiimede yer alan UPASI-1, UPASI-2, UPASI-9, UPASI-10 ve UPASI-15 icerisindeki UPASI-9, UPASI-10 ve UPASI-15
klonlar1 Cin varyetesi olarak tanimlaniyorken, UPASI-2 Assam varyetesi olarak dikkate alindi. (8). III. Kiimede genis yaprakli hem Assam (UPASI-3) hem de
Kambogya (UPASI-17) birlikte ayrildi. Bu noktada tekrar, her bir klon orta ve iyi kaliteli klonlar olarak tanimlandi. Kiime analizinde, Cin-Hindi ve Kambogya
gibi cografik orijinler esas alindiginda ayrim yaratacak her hangi bir farklilik gériilmemistir. Ancak mevcut ¢alismada, siniflandirmadaki farkliligin dogal
yolla melezlenmeden kaynaklandigi acik bir bicimde goértildii ki bu, sirali olarak 5 grubu kesintili (siireksiz) sekilde ayr tuttu.



Tablo 3 : UPASI cay klonlarindaki katesinlerin dort ayr olgilimiiniin istatistiksel ozeti

Variables Number of groups Number of genotypes Percent catechins (mean) Standard deviation Min Max

Total catechin 1* 6 17.23 0.53 16.70 17.90
2 7 14.74 0.51 13.80 15.30
3 2 20.05 0.49 19.70 20.40
4 6 16.25 0.28 15.80 16.50
5 5 17.76 0.47 17.00 18.10

Number of genotypes 26

Catechin ratios 1 6 0.18 0.01 0.17 0.19
2 7 0.21 0.02 0.17 0.24
3 2 0.23 0.01 0.22 0.23
4 6 0.21 0.02 0.20 0.24
5 5 0.24 0.02 0.21 0.28

Number of genotypes 26

EGC + EGCG 1 6 14.62 0.47 14.20 15.30
2 7 12.26 0.52 11.40 12.90
3 2 16.35 0.35 16.10 16.60
4 6 13.40 0.42 12.70 13.80
5 5 14.28 0.38 13.70 14.60

Number of genotypes 26

EC + ECG 1 6 2.63 0.13 2.50 286
2 7 248 0.16 2.21 268
3 2 3.70 0.16 3.59 381
4 6 287 0.12 2.73 3.08
5 5 3.48 0.32 3.08 395

Number of genotypes 26

a L.Grup Assam ve Gin varyetelerini, II.Grup saf Gin varyetesini, III.Grup assam ve Kambogya varyetelerini, IY.Grup Assam ve Gin varyetelerini
ve V.Grup saf Assam varyetesini igermektedir,



[.Grup; UPASI-1, UPASI-2, UPASI-9, UPASI-10 ve UPASI-15 gibi kurakliga toleransh
klonlar ile UPASI-10, UPASI-12, UPASI-15 gibi orta kaliteli klonlar temsil eden Assam
ve Cin varyetelerinin bir karisimidir. I.Grupta UPASI-2, UPASI-10 ve UPASI-15’in
yanikliga toleranshh oldugunu da not etmek zorunludur ( Agnihothrudu ve
Chandramouli, 1990 ). IL.Grup ; UPASI-5, UPASI,7 UPASI-11, UPASI-13, UPASI-19,
UPASI-25 ve UPASI-26 gibi tamamen Cin irklarini igerir.UPASI-5 ve UPASI-13 orta
kaliteli klonlardir. III.Grup ytliksek kaliteli varyetelere sahip olmasina ragmen (UPASI-
3 ve UPASI-17) fenolojik karakterlerinden dolay1 kurakliga karsi duyarl olduklari
bilenmektedir ( yapraklarinin genisligi ve stoma sayisinmin fazlahigl). IV.Grup
Kambocya varyetesi UPASI-20’nin (morfolojik karakterizasyona bagl olara ) yaninda
hem de Assam ve Cin varyetelerini (UPASI-4, UPASI-6, UPASI-14, UPASI-18) icerir.
[V.Grup sadece UPASI-19, UPASI-21, UPASI-22, UPASI-24, UPASI-27 gibi Assam tipini
icerir. Iki hidroksilli katesinler hi¢bir grupta belirgin bir sekilde 6zdeslik géstermedi.
Yiksek Kkaliteli varyeteleri iceren III.Grubun katesin orani 1:4 ‘iken, orta kaliteli
klonlar1 igeren I.Gruptaki katesinlerin orani 1:6 olarak kayit edildi. Assam tipi
(V.grup) 1:4 katesin oranina sahipken, Cin irki (II.grup) 1:5 katesin oranina sahiptir.
Bu iki grubun arasinda bulunanlarda (IV.grup) 1:5lik oran gézleniyordu.

Camellia ssp. icinde ¢ok belirgin farkliliklar gozlemlendi Assam, Cin ve Kambogya gibi
li¢ kategori icerisinde gruplandirildilar. Cin tipleri, Assam irkiyla karsilastirildiginda
toplam katesin icerikleri diisiiktiir. Bu calismada elde edilen sonuclar Takeda'nin
(1994) ilk raporlarim1 dogrulamaktadir. Bu calismayla elde edilen sonuclar ayrica
varyetelerin tanimlan masinda isaretleyici olarak yaprak ve ¢icek karakteristiklerini
kullanan Mohanan ve Sharma (1981) sonuglar: ile uyusmaktadir. Bununla birlikte
belirli bir varyete icerisinde her i tipi iceren gruplar: kesin olarak ayirmak zordur
(Visser,1969). UPASI ¢ay klonlarinin katesin icerikleri kullanilarak burada sunulan
sonuglar, mevcut ¢ay germplazmindan ana ocaklarda istenilen / potansiyel kaliteyi
ileriki asamalarda tanimlamak igcin kullanilacaktir. Bu calisma da tstiin kaliteli
klonlar1 tanimlamak i¢in iki hidroksilli / ti¢ hidroksilli katesin oranlarinin yiiksek
degerleri yaninda, bir isaretleyici olarak kafein icerigi gibi diger karakteristiklerde
kullanildu.

Klonlar, UPASI-2 ve UPASI-6 benzer katesin degerleri gosterdi ancak katesin

Tablo 4 : Olusan kiime toplulugu arasindaki uzaklhk

Cluster number I I1 II1 IV A"
I 0.000 2.554 3.051 1.297 1.535
I 0.000 5.338 1.565 3.128
I 0.000 3.78 2.315
IV (0.000 1.154
A% 0.000
2.5
U-15°¢
Group-1
HU-12 U-1*%
-2.5 2.5

-2.5

Sekil 1 : Ekstraksiyon sayisi faktoriindeki gerileme esas
alinarak temel bilesen analizi

oranlarindaki belirgin farklilik sonucunda sirasiyla Cin ve Assam olarak ayrildilar. Genetik gesitliligin belirlenmesinde katesin oranlarindan yararlanilarak
gelecekte, ana taksonomik kategorilerde ki hibridlerin akrabaliklarin1 saptamada yeni ve kullanish bir teknik oldugu kanitlandi. Bu teknigin avantajj,
ylksek kaliteli ¢ay varyeteleri icin bir isaretleyici olarak kullanilabilirligidir. Zahmetli ve yliksek maliyet gerektiren RFLP (Restriksiyon Fragmenti Uzunluk
Polimorfizmi), AFLP (Cogaltilmis Par¢a Uzunluk Polimorfizmi) ve RAPD (Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA) gibi uygulamalar i¢cin yeni molekiiler biyoloji

tekniklerini temin etmek gii¢ oldugundan, bu teknik yararl bir tamamlayici olacaktir.
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