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Ozet

Slovenya kendi Avrupa findigi Corylus avellana L. genotiplerini ve yabani tiplerini bulunduran
diinyadaki findik iireticilerinden biridir. Slovenya findik kaynaklarinin molekiiler genetik agisindan gosterdigi
¢esitlilik arastirilmali ve bu findik gesitliliginin potansiyelleri gelistirilmelidir. Bu amagla, Slovenya’nin genis
cografik alanmi temsil eden 57 Slovenya findik tipi ve Slovenya diinya koleksiyonundan 45 findik ¢esidi, 11
segici AFLP primer ¢ifti ve 50 SSR primer ¢ifti ile taranmustir. Toplamda, 512 polimorfik SSR fragmenti ve 532
polimorfik AFLP fragmenti analiz edilmistir. Slovenya findik ¢esitleri ve tipleri, AFLP verisinin hoc istatistigi
ve Neigbor-joining algoritmasi (1=0.96) ile analizi sonucunda ii¢ kiimeye ayrilmistir. Benzer olarak, SSR verisi
(r=0.96) Neigbor-joining algortimasi ile ti¢ kiimeye ayrilmigtir. SSR verileriyle 28 findik tipi, AFLP verileriyle
33 findik tipi Slovenya findik gekirdek koleksiyonu icin segilmistir. Secilen g¢ekirdek koleksiyon, en yliksek
genetik cesitliligi en az birey ile temsil etmektedir ve segilen findiklardan 18 tanesi her iki ¢ekirdek
koleksiyonunda ortak olarak bulunmaktadir. Slovenya findik ¢esitliliginin ¢aligilmasi, ilgilenilen agronomik ve
biyokimyasal 6zelliklerin genetik haritalanmasi ve tanimlanmast i¢in ilk adimdir.

Anahtar kelimeler: AFLP Cogaltilmis fragment uzunluk polimorfizmi, SSR basit dizi tekrarlari, molekiiler
markdrler

Genetic Diversity in Slovenian Hazelnuts

Abstract

Slovenia is the one of the hazelnut producers in the world and has its own European hazelnut (Corylus
avellana L.) genotypes and wild types. Slovenian hazelnut resources should be examined for their molecular
genetic diversity and their potential for improvement of hazelnut. For this reason, 102 Slovenian hazelnuts
representing a wide geographic range of the country were screened with 11 pairs of selective AFLP primers and
50 pairs of SSR primers. In total, 512 polymorphic SSR fragments and 532 polymorphic AFLP fragments were
found. Diversity analysis of the Slovenian hazelnut genotypes indicated that they were classified to three clusters
according to hoc statistics and Neighbor-joining algorithms (r= 0.96) for AFLP data. Similarly, three clusters
were observed for the SSR data using the Neighbor joining algorithm (r= 0.96). A total of 28 individuals with
SSR data and 33 individuals with AFLP data were selected for core collections of Slovenian hazelnut genotypes.
These core collections represent a maximum of genetic diversity in a minimum number of individuals and 18 of
them were present in both core collection datasets. Examination of Slovenian hazelnut diversity is a first step
toward identification and genetic mapping of agronomic and biochemical traits of interest.

Keywords: AFLP amplified fragment length polymorphism, SSR simple sequence repeats, molecular marker
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Corylus avellana L. (Avrupa findigr)
Betulaceae ailesine ait olan diploid (2n=22), tek

tretimi  Avrupa’nin  her yerindeki iklim
sartlarinda  kolaylikla yapilabilmektedir ve
glineyde Liibnan ve Kuzey Afrika’nin Akdeniz

evcikli, dikogamidir ve riizgarla tozlasir. Bu
findik tiiri Avrupa ve Anadolu’da yetisen
onemli ve yaygin findik ¢esitlerinin kaynagini
olusturmaktadir. (Boccacci ve ark.,, 2006).
Avrupa findiginm tohumlan ilkel zamanlardan
beri yiyecek kaynagi olarak tiiketilmektedir
(Galderisi ve ark., 1999). Tirkiye (660.000 ton)
ve Italya (85.232 ton) findik {iretiminde one
cikan ilkelerdir. Amerika Birlesik Devletleri,
Azerbeycan, Giircistan, Cin ve Iran’da iiretilen
findigin biiyiik bir kismini yetistirmektedir
(20000-30000 ton) (Faostat, 2012). Findik

kiyilar, kuzeyde Norve¢ ve doguda Asya Ural
ve Kafkasya daglarina kadar  yayilim
gostermektedir  (Kasaplhigil ve ark., 1964;
Mehlenbacher, 2009).

Slovenya findik iiretimine kiigiik bir katki
saglamaktadir. Stajerska, Dolenjska ve Celjska
kotlina bolgelerinden 200 ton kabuklu findik
uretilmektedir ~ (Slatnar ve ark., 2014).
Hirvatistan’a 6zgii “Istrska dolgoplodna leska”
Slovenya’da en ¢ok yetistirilen findik ¢esididir
ve Slovenya’ya uyum saglamistir. Tonda di
Giffoni, Ennis, Daria ve Pauetet gibi bazi
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uluslararast ¢esitler Slovenya’da genel tiretim
icin Onerilmistir ve Slovenya bahgelerinde
yetistirilmektedir. (Solar ve Stampar, 2009;
2011). Ayrica Slovenya’nin kendi yabani
cesitleri iilkenin yerel bolgelerinde dagilim
gostermektedir ve bu yabani gesitler seleksiyon
ve c¢aprazlama caligmalart igin karakterize
edilecek bir kaynak olugturmaktadir.

Findiktaki genetik ¢aligmalar ilk olarak
rastgele ¢cogaltilmis DNA polimorfizimi (RAPD)
(Galderisi ve ark., 1999; Miaja ve ark., 2001;
Kafkas ve ark., 2009) ve cogaltilmig fragment
uzunluk polimorfizimi (AFLP) (Ferrari ve ark.,
2004; Kafkas ve ark., 2009) kullanilarak
aragtirilmistir. AFLP, ilgilenilen genotipin DNA
dizi bilgisi gerekmeden kullanilabilen DNA
temelli bir markordiir (Vos ve ark., 1995) ve
oldukga saf bir DNA gerektirir. AFLP
sonuglarin yorumlamak igin ayrica gelismis
makine ve yazilim altyapisi gerekir ama
zorluklarma karsin diger markdr sistemlerinden
daha fazla polimorfik fragment tespit edilmesini
saglar. Zeytin (Angiolillo 1999; Kaya ve ark.,
2013), dut (Sharma ve ark., 2000) ve kara kavak
(Winfield ve ark., 1998) agaglarinda basariyla
kullamilmustir.  Findik  ¢alismalarinda AFLP
analizleri 57 klon i¢in kullanilmistir (Ferrari ve
ark., 2004) ve ayrica diger markor sistemleri ile
birlikte de birlestirilerek 18 Tirk findik ¢esidi
analiz edilmistir (Kafkas ve ark., 2009). AFLP
ve ISSR markor sistemleri birlestirilerek
Portekiz’in yabani ve ¢esit olan findiklarindaki
genetik cesitlilik hesaplanmistir (Martins ve ark.,
2014).

Basit dizi tekrarlar1 (SSR) markdr sistemi
de findikta genetik ¢esitliligi hesaplamak igin
kullanilmigtir. SSR markorlerinin uygulamasi ve
analizi kolaydir, tekrar edilebilir ve yiiksek
oranda polimorfiktir. 300°den fazla genomik
SSR  gelistirilmis ve findik genomunda
haritalanmigtir (Boccacci ve ark., 2005; Bassil
ve ark., 2005; Mehlenbacher ve ark., 2006;
Gurcan ve Mehlenbacher, 2010; Bassil ve ark.,
2013). EST olarak yapilan analizlerde 1000 gen
bolgesi bulunmustur ve 36’st findik igin
kullanilabilir durumdadir (Boccacci ve ark.,
2015).

Findikta genetik biyogesitliligi arastirmak
icin caligmalar, c¢esitlere (Bacchetta ve ark.,
2014) ve yabani findiklara (Campa ve ark.,
2011; Leinemann ve ark., 2013; Martins ve ark.,
2013, 2014, 2015) odaklanmustir. Yabani gesitler
ilgilenilen bazi karakterler bakimindan gelismis

cesitlere potansiyel olabilirler (Tanskley ve
McCouch, 1997). Bu ¢alismanin amaci olarak da
Slovenya’da yetistirilen 102 adet yabani ve
yetistirilmekte olan findik cesitlerinin genetik
cesitliligi ve populasyon yapist analiz edilmistir.
Slovenya’nin 5 farkli bdlgesinden toplanan 57
tane yabani findik ve 45 tane Avrupa ve
Amerika Birlesik Devletleri’nden findik ¢esidi
11 AFLP primer kombinasyonu ve 49 SSR
primeri ile taranmustir.

Materyal ve Yontem
Bitki Ornekleri ve DNA izolasyonu

45 adet Corylus avellena Slovenya findik
koleksiyonundan, 57 0Ornek ise Slovenya’nin
farkli iklim kosullarmma sahip 5 bdlgesinden
toplanan yabani tiir findiklar olmak iizere secildi
ve toplanan yaprak orneklerinden genomik DNA
izolasyonu yapildi (Fulton ve ark., 1995).

AFLP Cogaltim

Invitrogen AFLP Core Reagent and AFLP
Starter Primer Kiti (Carlsbad, CA, USA) ile 64
secici EcoRl/Msel primer kombinasyonu B9 ve
Willamette (S58) findiklarinda denendi ve
sonuglardan en ¢ok polimorfik 11 kombinasyon
(M-CAC + E-AGC, M-CAA + E-ACG, M-CAA
+ E-ACC, M-CAG + E-ACT, M-CTC + E-AGG,
M-CTC + E-ACA, M-CAT + E-ACA, M-CAT +
E-ACT, M-CTA + E-ACA, M-CTG + E-AGC ve
M-CTT + E-AGQG) segildi. Segilen primerler tiim
findiklara PCR yapilarak uygulandi. Isaretli
EcoRI primerlerinden gelen sinyaller Genetic
Analysis System CEQ 8800 cihazinda
(Beckman-Coulter, Fullerton, CA, USA)
goriintillendi ve binomial (1 veya 0) olarak
skorlandi.

SSR Cogaltimi

Toplam 49 SSR markori 102 findik
genotipinde denendi. Primerler Bassil ve ark.,
(2005), Boccacci ve ark., (2005) ile Gurcan ve
ark., (2010) yaymlarindaki polimorfik allel
miktarlarima gore segildi ve PCR yapildi. PCR
¢ogaltimindan  sonra  Ornekler  Fragment
Analyzer™ (Applied Biosystems) kapiller
elektroforez sistemi ve DNF-900 dsDNA
Reagent Kit (Advanced Analytical) kullanilarak
analiz edildi. Binomial (1 veya 0) olarak
skorlandi.

Veri Analizi
Ortalama gen cesitliligi (Nei, 1973) her
bir AFLP primer kombinasyonu ve SSR

markorii  igin  (E%, 2fT(1 — fi)})fn formili
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kullanilarak hesaplandi (Roldan-Ruiz, 2000).
Kiime analizleri Dice katsayisi ve Ol¢iilmemis
komsu katilim algoritmast ile DARwin5
yaziliminda analiz edilmistir (Perrier ve
Jacquemoud-Collet 2006). Populasyon yapist
Structure (Pritchard ve ark., 2000) kullanilarak
hesap  edilmistir. ~ Cekirdek  koleksiyon
olusturmak igin PowerCore 1.0 (Kim ve ark.,
2007) yazilimi kullanilmistir.

Bulgular
Genetik Cesitlilik
102 findik genotipi ile yapilan AFLP

analizinde 532 polimorfik fragment, SSR
analizinde 512 polimorfik fragment
skorlanmistir.  Mental test dendogramlarla

uzaklik matrislerinin (r=0.96, iki analiz i¢in de)
uyumlu oldugunu gostermistir. AFLP ve SSR
verileri arasindaki iliski diisiik bulunmustur ve
iki data birlestirilmemistir (r = 0.33). AFLP
verileri kiime A ve kiime B olmak tizere iki ana
gruba ayrilmistir. SSR analizleri ise 4 (A-D)
grup olarak sonug vermistir (Sekil 1).
Populasyon Yapisi

Populasyon yapist analizleri de ayni
sonuglar1 vermistir. 2 kiimeli (K=2) grup 2 tane
de alt kiime i¢ermektedir. Olasilik hesab1 olarak
0.7 baraj olarak kabul edilmistir.

Cekirdek Koleksiyon Analizi

Cekirdek koleksiyon igin PowerCore 1.0
programi sonuglari yorumlanmistir. AFLP igin
28, SSR igin 33 genotipi cekirdek koleksiyon
olarak sec¢ilmistir.

Tartisma ve Sonug
Markor Polimorfizmi

AFLP ve SSR markoérleri oldukca iyi
polimorfizm gdstermislerdir. Daha ¢ok 6rnek ve
daha ¢ok yabani tiple caligmak daha &nceki
AFLP c¢aligmalarindan (Kafkas ve ark., 2009;
Martins ve ark., 2014) ortalama 48.4 olarak daha
fazla allel ortaya cikarmistir. SSR markdrleri
daha az allel vermesine ragmen ortalama genetik
cesitlilikte 0.30 ile 0.26 olan AFLP degerine
gore daha fazla deger vermistir. SSR allel
ortalamast 10.3 olarak diger ¢aligmalarla
uyumludur (Bassil ve ark., 2005; Boccacci ve
ark., 2005; Boccacci ve ark., 2008; Gokirmak ve
ark., 2009; Boccacci and Botta 2010; Gurcan ve
Mehlenbacher, 2010; Gurcan ve ark., 2010a,
2010b; Campa ve ark., 2011; Bassil ve ark.,
2013).

Findiklarda goriilen yiiksek cesitlilik diger
¢alismalar tarafindan desteklenmektedir
(Gokirmak ve ark., 2009; Gurcan ve ark., 2010a,
2010b; Campa ve ark., 2011; Boccacci ve Botta,
2010; Boccacci ve ark., 2006, 2008, 2013)
¢linkii findik kendi kendine tozlasmaya kapalidir
ve riizgarla tozlasir. Cesitlerin genetik gesitliligi
0.50 hesaplanirken yabani findiklar 0.60 olarak
hesaplanmustir. Bu fark Campa ve ark., (2011)
ile Martins ve ark., (2015)’in calismalartyla
desteklenmektedir. Negret ve Pauetet (Boccacci
ve ark., 2008) ile Apolda ve Bandnuss Gokirmak
ve ark., (2009) birbirlerine yakin cesitler olarak
bulunmustur  fakat calismamizda  markdr
sayisinin fazlaligi sayesinde farkli DNA parmak
izine sahip olduklar1 gosterilmistir. Maribor’un
tozlagsmaya agik bir bolgede olmasi ve findik
yetistiriciliginin yaygin olmasi o bélgede genetik
¢esitliligi  arttirmistir.  Dendogram  analizleri
bolgelere ve cesitlere gére uyumlu bir sonug
¢tkarmaktadir.

Cekirdek Koleksiyon
Cekirdek koleksiyonlar iki markor sistemi

icin ayr1 ayr1 hesaplanmistir. Tim genetik
cesitliligi AFLP markorleri 28, SSR markorleri

33 genotipe indirgemistir. Bu  bireyler
Slovenya’nin  farkli  bolgelerindeki  genetik
cesitliligi  de  yansitmaktadir.  Cekirdek

koleksiyonlar genetik cesitliligin korunmasi ve
devamlilig icin gereklidir. Ozellikle de findik
gibi uzun Omiirlii aga¢ olan, biyotik ve abiyotik
streslere maruz kalan ve orman kaybi ile karsi
karsiya olan bolgelerde yabani popiilasyonlarin
genetik cesitliligi korunmalidir (Bacchetta ve
ark., 2014). Bu g¢alismamiz genetik ¢esitlilige
gore seleksiyon yapilabilecek yabani findik
materyalinin gelecek kusaklara korunmasini
saglayacaktir.  Ayrica  genetik  sonuglar
morfolojik data ile birlestirilerek korunan
cesitlilikteki findiklar, gelecekteki cesitliligi ve
Slovenya findiklar1 ile tim finidik iretim

alanlarindaki findiklarin gelistirilmesini
saglayacaktir.
Tesekkiir

Projemiz Tiibitak ikili isbirligi kapsaminda

desteklenmektedir. Slovenya ve Tiirkiye ortak ¢alismaktadir. (proje
no: 212T201)
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Sekil 1. 102 findik genotipinin SSR verilerine gore hesaplanmamis komsu katilim algoritmasi mavi = gesitler,

kirmizi = Bovec, turuncu = Dolenjska, mor = Koroska, siyah = Maribor, yesil = Vipava-Razdrto.
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