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Bu ¢alisma, 2017 ve 2018 yillar1 arasinda Bornova Zeytincilik Aragtirma
Enstitlisii’nde yiriitilmiistir. Calismada, “’Zeytin Genetik Kaynaklart Koruma
Parseli'nde’” yeralan 39 zeytin ¢esidi Orneklerinde geranylgeranyl reduktaz
(OeCHL P) geninin ekspresyon seviyeleri iki olum asamasinda (yesil ve siyah
olum) belirlenmistir. RT-PCR analizleri sonucunda OeCHL P transkripsiyon
seviyesi en yiiksek bes cesitte fenolik bilesik (hydroxytyrosol, tyrosol ve
oleuropein) ve a-tokoferol miktarlari iki y1l siireyle arastirilmistir.

2017 yil1 yesil olum déneminde Sinop No 5 (1,00) ve Uslu (3,01), siyah
olum déneminde Girit Zeytini (1,17), Izmir Sofralik (1,07) ve Cilli (1,04) gesitleri
en yiiksek gen ekspresyon seviyelerine sahip olmuslardir.

2018 yilinda Uslu (2,96) ve Sinop No 5 (2,52) cesitleri yesil olum
doéneminde, Cilli (2,75) ve Nizip Yaglik (2,05) cesitleri siyah olum déneminde,
Esek Zeytini (Odemis) (1,60-2,95) ise her iki olum déneminde gen ekspresyonu
yiiksek cesitler olarak bulunmustur. Bu c¢alisma sonucunda OeCHL P gen
ekspresyon seviyelerinin yillara, ¢esitlere ve olgunluk asamalarina gore degistigi
belirlenmistir. Ayrica gesitlerin fenolik bilesik igerikleri olgunlukla azalmis, o-
tokoferol icerikleri ise cesitlerin c¢ogunda olgunlukla azalirken, bazilarinda
artmistir.

Anahtar Kelimeler: Zeytin, OeCHL P, qRT-PCR, a-tokoferol, fenolik bilesik
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Expression levels of geranylgeranyl reductase (OeCHL P) gene were
determined in two maturation period (green and black) of 39 olive types obtained
from Bornova Olive Research Center “’Olive Genetic Resource Conservation
Parcel’” in 2017 and 2018. As a result of RT-PCR analysis, the phenolic coumpund
and a-tocopherol contents were investigated in five types with the highest level of
OeCHL P transcription for two years.

In 2017, the green maturation period Sinop No 5 (1,00) and Uslu (3,01), in
the black maturation period Girit Olive (1,17), izmir Table Olive (1,07) and Cilli
(1,04) gave the highest gene expression levels.

In 2018, the highest gene expression was obtained from Uslu (2,96) and
Sinop No 5 (2,52) in green maturation period, Cilli (2,75) and Nizip Oil Olive
(2,05) in black maturation period, Esek Olive (Odemis) (1,60-2,95) in both
maturation periods.

In conclusion, it is found that OeCHL P gene expression depends on the
years, varieties and maturation levels. Also, the amount of the phenolic compound
of the varieties was decreased with the maturation period while a tokoferol content
was increased in the main varieties except few others.

Key Words: Olive, OeCHL P, qRT-PCR, a-tocopherol, phenolic compounds
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GENISLETILMIS OZET

Bu ¢aligma, 2017 ve 2018 yillar1 arasinda Bornova Zeytincilik Arastirma
Enstitlisii’nde yiritilmiistir. Calismada, “’Zeytin Genetik Kaynaklart Koruma
Parseli’nde’” yeralan 39 zeytin ¢esidi Orneklerinde geranylgeranyl reduktaz
(OeCHL P) geninin ekspresyon seviyeleri iki olum asamasinda (yesil ve siyah
olum) belirlenmigtir. RT-PCR analizleri sonucunda OeCHL P transkripsiyon
seviyesi en yiliksek bes cesitte fenolik bilesik (hydroxytyrosol, tyrosol ve
oleuropein) ve a-tokoferol miktarlari iki yil siireyle arastirilmugtir.

2017 yili yesil olum déneminde Sinop No 5 (1,00) ve Uslu (3,01), siyah
olum déneminde Girit Zeytini (1,17), izmir Sofralik (1,07) ve Cilli (1,04) cesitleri
en yiiksek gen ekspresyon seviyelerine sahip olmuslardir. Girit Zeytini (362,14
mg/kg (toplam yag)) siyah olum doneminde a-tokoferol igerigi en yiiksek cesit
olarak belirlenirken, en diisiik cesit olarak yesil olum déneminde Izmir Sofralik
(146,55 mg/kg (toplam yag)) cesidi belirlenmistir. Oleuropein igerigine en yiiksek
Girit Zeytin (65,67 mg/g) c¢esidinin yesil olum doneminde saptanmis olup, en
diisiik ise siyah olum doéneminin Cilli (3,73 mg/g) g¢esidinde belirlenmistir. En
yiiksek hydroxytyrosol igerigini siyah olum doneminde Uslu (2,87 mg/g) verirken,
en diisiik miktar yesil olum déneminde Sinop No 5 ¢esidi (1,53 mg/g) vermistir.
En yiiksek tyrosol igerigine siyah olum doneminde Girit Zeytini (1,66 mg/g), en
diisiik degere ise, izmir Sofralik (0,15 mg/g) cesidi yesil olum doneminde sahip
olmustur.

2018 yilinda Uslu (2,96) ve Sinop No 5 (2,52) cesitleri yesil olum
doneminde, Cilli (2,75) ve Nizip Yaglik (2,05) cesitleri siyah olum doneminde,
Esek Zeytini (Odemis) (1,60-2,95) ise her iki olum doneminde gen ekspresyonu
yiksek cesitler olarak bulunmustur. Bu c¢alisma sonucunda OeCHL P gen
ekspresyon seviyelerinin yillara, ¢esitlere ve olgunluk asamalarina gore degistigi
belirlenmistir. Ayrica cesitlerin fenolik bilesik igerikleri olgunlukla azalmis, o-

tokoferol icerikleri ise cesitlerin c¢ogunda olgunlukla azalirken, bazilarinda
I



artmustir. Ikinci y1l en yiiksek a-tokoferol icerigi Esek Zeytini (Odemis) (250,44
mg/kg (toplam yag)) g¢esidinin siyah olum doneminde belirlenirken, en diisiik
miktar Nizip Yaglik (175,13 mg/kg (toplam yag)) ¢esidinin yesil olum déneminde
saptanmigstir. En yiiksek oleuropein igerigine yesil olum doneminde 43,11 mg/g ile
Esek Zeytini (Odemis) sahip olurken, en diisiik miktara siyah olum déneminde
2,99 mg/g ile Cilli ¢esidi sahip olmustur. En yliksek hydroxytyrosol icerigini Esek
Zeytini (Odemis) (2,60 mg/g) siyah olum doneminde gosterirken, en diisiik deger
yesil olum déneminde yine Esek Zeytininde (Odemis) (1,32 mg/g) olmustur. En
yiksek tyrosol icerigine yesil olum déneminde Uslu (1,06 mg/g), en diisiik degere
ise, Nizip Yaglik (0,09 mg/g) ¢esidi yesil olum déneminde sahip olmustur.

Bu calisma sonucunda OeCHL P gen ekspresyon seviyelerinin yillara,
cesitlere ve olgunluk asamalarina gore degistigi belirlenmistir. Ayrica gesitlerin

fenolik bilesik igerikleri olgunlukla azalmis, a-tokoferol icerikleri ise gesitlerin

cogunda olgunlukla azalirken, bazilarinda artmistir.
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TESEKKUR

Caligmamin her agamasinda yardimini esirgemeyen ve bana “Farkli Zeytin
(Olea europae L.) Cesitlerinde OeCHL P Geni Ekspresyon Seviyesi ile Bazi
Kimyasal Ozelliklerin Belirlenmesi” konulu doktora tezini veren, yapici ve
yonlendirici fikirleri ile bana daima yol gosteren, en umutsuz oldugum zamanda
bana yardim elini uzatan ve hakkini hi¢bir zaman unutmayacagim Sevgili
damisman hocam Saym Prof. Dr. Ayzin BAYKAM KUDEN’e sonsuz
tesekkiirlerimi sunuyorum.

Doktora Tez izleme Komitesi iiyesi Sayin Prof Dr. Yildiz AKA KACARa
caligmamin tiim asamalarinda yonlendirici ve olumlu katkilarindan dolay1 tesekkiir
ederim. Yine Doktora Tez izleme Komitesi iiyesi Saymn Dog. Dr. Miicahit Taha
OZKAYA’ya verdigi yapicit ve yonlendirici destek ve konusmalarindan dolay:
sonsuz tesekkiirleri bir bor¢ bilirim. Ayrica, diger tez savunma jiiri liyeleri Saymn
Prof. Dr. Ali KUDEN ve Prof. Dr. Celil TOPLU’ya katkilarindan dolay1 tesekkiir
ederim.

Doktora tez ¢alismama genetik materyal saglayan Izmir Bornova
Zeytincilik Arastirma Enstitiisii Miidiirii Dr. Unal Kaya ve tezimin her asamasinda
yanimda ve arkamda olan sevgili dostlarim ve meslektaslarim Dr. Oznur CETIN ve
Dr. Nurengin METE, Zir. Yiik. Mith. Cigdem CEREN ve Zir. Yiik. Miih. Oktay
Sezgin’e sonsuz tesekkiirlerimi sunuyorum.

Tezim siiresince bana destek veren ve essiz bilgileriyle bu yolda
ilerlememe destek veren Biyolog Dr. Seving SURER, Gida Yiik. Miih. Evren
Caglar EROGLU ve Gida Yiik. Miih. Ali Tekin’e ¢ok tesekkiir ederim.

Doktora ¢alismam esnasinda boliim olanaklarindan yararlanmami saglayan
C.U. Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri Boliim Baskanligi’na icten tesekkiirlerimi
sunarim. Bu zorlu ama bir o kadarda 6gretici siiregcte her zaman yanimda olan ve
bana maddi-manevi destek veren babam, annem ve kardeslerime tesekkiirlerimi,

sevgi ve saygilarimi sunarim.
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1. GIRIS Filiz BAYSAL

1. GIRIS

Diinyanin en eski kiiltiir bitkilerinden olan zeytin; Oleceae familyasinin,
Olea cinsinin, Olea europa tiiriiniin, Olea europa sativa alt tiiriinde yer almaktadir
(Kiritsakis ve Markakis, 1987). Herdem yesil bir bitki olan zeytinin diinya
iiretiminin  tamamina yakin bolimii Akdeniz’e kiyis1 olan iilkelerde
gergeklesmektedir. Ulkemizde Oleaceae familyasma ait 7 cins yayilis
gostermektedir. Bu cinsler arasinda yaglik cinsler Olea cinsine bagli olup bu cinse
bagli 20 kadar degisik tiir, tropik ve subtropik iklim sartlarinda yetismektedir. Bu
kadar tiir arasinda ticari anlamda zeytin ve zeytinyagi iiretimini miimkiin kilan tek
tiir Olea europea’dir (Anonim, 2018).

Diinya genelindeki zeytin yetistiriciliginin %90’lik bir kismmin Akdeniz
havzasi, geriye kalan kisminin ise Latin Amerika iilkelerine yayildigir goriiliir.
Diinyada yaklagik 10.650.068 hektar alandan 19.267.493 ton zeytin {retimi
yapilmaktadir (FAO, 2018). Onemli zeytin {ireticisi iilkeler arasinda Ispanya,
Italya, Yunanistan, Tiirkiye ve Tunus ilk siralar1 almaktadir. Bunlarm yani sira son
yillarda Avustralya, Japonya ve Arjantin gibi {iilkelerde de zeytin iretimine
baslanmustir.

Tiirkiye’de ise zeytin {iretimi acisindan dnemli bolgeler Ege, Akdeniz ve
Marmara Bolgeleri; 6nemli iller ise Manisa, Aydin, Balikesir, Izmir ve Hatay’dir.
Tiirkiye’nin 2017 yili TUIK verilerine gore toplamda 8.460.619 dekar alanda
zeytin yetistiriciligi yapilmaktadir. Bunun 460.000 tonunu sofralik, 1.640.000
tonunu yaglik zeytinler olusturmaktadir (TUIK, 2018). Cizelge 1.1.’de goriildiigii
iizere sofralik zeytinlerde meyve veren aga¢ basina en yiiksek verime sahip il
Canakkale’dir. Ancak iiretim miktarina bakildiginda Manisa en ¢ok iiretimi yapan
il durumundadir. Yaglik zeytin yetistiriciligi yapilan illerde meyve veren agag

basina en yiiksek verim Manisa iline ve iiretim miktar1 ise Aydin iline aittir.
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Cizelge 1.1. Illere goére sofralik ve yaglik zeytin lretimi ve afa¢ basmna diisen
verim miktarlar (TUIK, 2018)

iller
(Sofralik Zeytinler) (Yaghk Zeytinler)
Verim Uretim Miktar1 Uretim Miktar1 Verim
(kg/M.V.A.) (ton) (ton) (kg/M.V.A.)
Aydin 14 63.182 392.196 22
Balikesir 15 32.764 221.436 26
Bursa 8 92.706 51.0000 9
Gaziantep 3 1.603 15.435 2
Hatay 3 7.640 139.554 14
Manisa 9 121.066 145.666 31
Mersin 15 37.391 105.478 22
Mugla 20 15.929 196.180 13
Canakkale 23 7.703 61.722 14
fzmir 16 24.752 164.756 11

Zeytin, genetik Ozelliginin yam1 sira kiiltiirel islemlerin tam olarak
uygulanamayis1t nedeniyle periyodisite gosteren bir tiirdiir. Bitkinin periyodisite
egilimi, tretici iilkelerin yetistirme politikalarinda yer aldigi 6neme gore degisen
unsurlardan biridir. Anadolu kosullarinda kiiltlirel islemlerin yetersizliginden
kaynaklanan nedenlerle periyodisite egilimi artmaktadir. Diinya’da ve Tiirkiye’de
iiretilen dane zeytinin yaklasik %65-70’1 yaga, %30-35’1 ise sofralik zeytine
islenmektedir (Sakar ve Unver, 2011).

Besin igerigi acisindan olduk¢a degerli bir iirliin olan zeytinin tanesinin
kimyasal bilesiminin énemli bir kismimi su ve yag olusturur. Bunlarin yaninda
protein, seliiloz, seker, mineral maddeler, hidrokarbonlar, fenolik bilesikler ve
tokoferoller de bilesiminde yer almaktadir. Zeytinin bilesimini etkileyen faktorler
arasinda; olgunluk derecesi, yetistirildigi bolge ve ¢esit bulunmaktadir (Vinha ve

ark., 2005). Ozellikle fenol bilesenleri, besinsel degere sahip olmamakla birlikte
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saglik tizerine olumlu etkileri nedeniyle ¢ok onemli sekonder bilesiklerdir. Bu
bilesikler insan viicudu tarafindan sentezlenemezler ve giinliik diyet ile alinmalar
gerekir. Fenol bilesenleri ve ligninlerin en 6nemli 6zelliklerinin; kardiyovaskiiler
hastaliklara karsi koruyucu etkileri, timor olusumunu tesvik eden singlet oksijen
ve gesitli serbest radikalleri yok etme etkileri, metallerle selat olusturma ve
lipoksigenaz enzimini inaktive etmeleri oldugu bildirilmesi de bu tiiriin 6nemini bir
kez daha attirmaktadir (Serteser ve Gok, 2003).

Zeytinin essiz karakteristik 6zelliklerine ek olarak, zeytinyagi gidalarda
pisirme sirasinda kullanilan diger bitkisel yaglardan daha stabil olmas1 yoniinden
avantajhidir. Zeytinyaginin stabilitesinin diger yaglara oranla daha yiiksek olmasi,
yiiksek oleik asit, tokoferol ve diger fenolik maddeleri igermesinden kaynaklanir
(Schaich, 2006). Zeytinyag: kalitesini zeytin g¢esidi, yetistirilen bolgenin cografik
durumu, iklim ozellikleri, kullanilan giibre, agacin beslenme durumu, zeytinin
olgunluk derecesi, hasat donemi, toplama sekli ve depolama kosullari, zeytinin
yaga isleme teknigi ve mekanik ezme makinelerinin 6zellikleri de etkilemektedir
(Giiler ve ark, 2006).

Oksidasyon, yaglarin bozulmasinda temel etkenlerden biridir ve ortam
kosullarinin (1s1, 151k, nem, metal kaplar) uygun olmadigi durumlarda bu durum
daha da kétii bir hal almaktadir. Bunun sonucunda yag asitlerinin yapisi bozulur ve
acillagma meydana gelir (Altan, 2004). Lipit oksidasyonu gidalarin rengini,
lezzetini, tekstiirlinii ve 6zellikle besin degeri gibi gidanin kalitesini olumsuz yonde
etkileyen ve istenmeyen iriinlerin olusmasina yol acan bir reaksiyondur (Kiralan
ve Bayrak, 2005). Zeytinde bulunan fenol bilesikleri renk, tat ve aroma iizerine
olan etkilerinin yanisira, zeytinin besin ve biyolojik degerin iizerine olan etkileri ve
antioksidan etkileri ile de ¢ok 6nemlidirler. Fenolik bilesiklerinin lipid oksidasyonu
iizerindeki etkileri, peroksit kokii ile reaksiyona girmeleri sonucunda elektron
transferi yoluyla hidroksil ve siiper oksit koklerini yakalamalariyla iligkilidir (Koca
ve Karadeniz, 2005). Bu sayede zeytinyaginin hem besinsel degerini arttirip hem

de raf dmrini uzatmaktadir.
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Zeytinde meyve olgunlagmasi, 6-8 ay igerisinde meydana gelen uzun bir
stirectir. Meyvenin iriligi, sonbaharda nem igerigine bagh olarak artar ve zeytin
hiicrelerindeki yag, Haziran sonlarina dogru meyve belli bir biiyilikliige eristiginde
ve ¢ekirdek sertlesmeye basladiginda olusmaya baslar (Kritsakis, 1998). Optimum
hasat zamani, zeytinin degerlendirme amacina gore farkliliklar gosterir (Anonim,
2006a). Eger yesil sofralik zeytin yapilacaksa meyveler sarimsi-yesil renge
dondiigii (Eylil-Ekim), siyah sofralik zeytin yapilacaksa kararmanin kabuktan
meyve etine gectigi (Kasim-Aralik), yaglik olarak degerlendirilecekse agagta yesil
meyve kalmadig1 zaman hasat edilmelidir (Anonim, 2006b).

Zeytinin olgunluk derecesi hasat zamaninin belirlenmesinde en énemli bir
faktordiir. Zeytinyagl icin zeytinin olgunlagsmasi yag randimanini arttiran bir
faktordiir. Ancak hasat icin tarih ¢cok onemlidir. Yetistiricilerin karsilastigi ve en
cok sordugu soru olan hasat zamani aslinda “meyve yag i¢in en uygun olgunluga
geldigi” zamandir. Ayni agagtan birer hafta araliklarla hasat edilen zeytinlerin tadi
ve yag kalitesi birbirinden oldukga farklidir. Daha yesil renkli meyveler daha
yiiksek miktarda polifenol formunda antioksidanlar igerdiginden bu zeytinlerden
elde edilen zeytinyaginin raf omrii daha uzundur. Ancak tadi daha acidir ve
tiketilebilmesi i¢in depo tanklarinda aylarca bekletilmesi gerekir. Olgunlasmis
meyveler ise tatlilasir, meyvede alkoller, esterler ve aldehitler daha ¢ok
gelismektedir. Meyvenin olgunlasmasi sicaklik, giines 15181 ve sulama ile yakindan
iligkilidir. Sicak sonbahar giinleri meyvenin erken olgunlagsmasina neden olur ve
optimum hasat icin kisa bir siire s6z konusudur. Ancak havalarin serin ge¢mesi
meyvelerin daha uzun siire, hatta kisa kadar yesil kalmalarina neden olabilir. Bu
durumda, kisin olabilecek don zararina karsi meyveler yesil olarak hasat edilerek
gerekli onlemin alinmasi gerekmektedir. Hasat edilmesi yakinlasan agaglardan
rastgele orneklenen zeytinler bir kapta toplanir ve toplama kabindan rastgele 100
zeytin danesi segilir. Orneklemede zeytinlikten rastgele belirlenen, kisa ve uzun
tiim agaclarin her tarafindan 6rnek alinmalidir (sadece alt dallardan degil). Segilen

zeytinlerin renkleri referans zeytin renklerine gore 0-7 arasinda puanlanir. Her bir
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olgunluk grubuna diisen zeytinler sayilarak bir frekans tablosu hazirlanir (Cebeci,
2007).

Ulkemiz zeytinin anavatanidir ve zeytin cesitleri bakimindan oldukca
zengindir. Zeytin genetik kaynaklarinin koruma altinda olmasi bu tiiriin iizerinde
yapilacak 1slah caligmalarma olduk¢a zengin bir genetik taban olusturmaktadir.
Ozellikle son dénemdeki teknolojik ilerlemeler, biyolojik ve patolojik durumlarla
ilgili  transkripsiyonel  cevaplardan  sorumlu  binlerce  genin  hizla
degerlendirilmesine imkan vermektedir (Stanton, 2001). Pek ¢ok kiiltiir bitkisine
ait genlerin biiyiikk ¢ogunlugunun sekanslarinin bulunmasi, biyolojik regiilasyonun
temelini teskil eden kompleks genetik ve protein etkilesmelerinin arastirilmasina
olanak saglamistir. Bitki biinyesinde devam eden diizenleyici metabolik agin
anlasilmasi i¢in, her bir genin ekspresyon zamaninin ayrintili bir sekilde bilinmesi
de iizerinde ¢alisilan tiirin ne yonde biyolojik ve fonksiyonel savunma
gelistirdigini bildirmektedir.

Gen ekspresyonu, DNA’da mevcut olan genetik bilginin mRNA ve protein
diizeyinde ifade edilmesidir. Bir bagka tamim ile gen dizilerinin, fonksiyonel
protein yapilarina doniismesi siirecidir. Aslinda bu durum genlerin acik (islevsel)
olup olmadiklar1 olarak da tamimlamir. Hiicrelerde genetik bilgi akisi
DNA=RNA=Protein seklindedir (Yiizbasioglu, 2008). Giiniimiizde protein
yapisindaki modifikasyonlar ve protein-protein etkilesimlerinin incelenmesi
amaciyla protein calismalart kullanilirken, hiicre ve dokularda fizyolojik veya
patolojik bir etkinin cevabinin incelenebilmesi amaciyla mRNA ekspresyon
caligmalarina bagvurulmaktadir.

mRNA ekspresyon analizleri “Northern blot, RT-PCR ve mikroarray”
teknigi ile gerceklestirilebilmektedir. Northern blot teknigi, mRNA’larin bir
membrana transferi sonrasi, radyoaktif isaretli problar ile hibridizasyonu esasina
dayanmaktadir. RT-PCR (Revers transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu)
tekniginde ise mRNA {izerinden revers transkriptaz enzimi ile cDNA sentezlenir ve

gene 0zgil primerler ile PCR (Polimeraz zincir reaksiyonu) gerceklestirilir. Bu
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teknik ile gen ekspresyonu semikantitatif veya kantitatif olarak analiz edilebilir.
Kantitatif RT-PCR analizleri, o6zellikle RT-PCR cihazlar1 kullanilarak gen
ekspresyon miktarinin sayisal olarak belirlendigi c¢aligmalardir (Yiizbasioglu,
2008).

Real Time PCR, niikleik asit amplifikasyonunun es zamanli olarak
gbzlenmesini saglayan bir PCR teknolojisidir. DNA sarmalina baglanarak floresan
1s1ma yapan 0zel boyalarla (SYBR Green, SYTO9 gibi) veya yikima bagli sinyal
olusturan prob diziler araciligi ile amplifikasyon miktarinin tespit edilmesini saglar.
Her PCR dongiisii sonunda tiip iginde olusan ¢ift zincirli iirlin miktarinin
Olciilebilmesini ve kantitatif analizlerin yapilmasini saglar (Bustin ve ark. 2005;
Nolan ve ark. 2006).

SYBR Green I, gen ekspresyonu kantitasyonunda siklikla kullanilan, ¢ift
zincirli DNA’ya baglanarak floresan 6zellik kazanan bir boyadir ve bu boyanin ¢ift
zincirli PCR {iriiniine baglanmasi iiriin miktar1 ile orantili olarak floresans agiga
cikmasini saglar (Sekil 1.1.). SYBR Green teknigi ile gen ekspresyonu
kantitasyonu i¢in uygun primer se¢imi en 6nemli asamadir. Bu teknigin bagariyla
uygulanabilmesi i¢in PCR primerlerinin sadece 6zgiil cDNA’ya baglanmasi,
primer-dimer veya 0zgiil olmayan amplifikasyon {irlinii olusturmamas: gereklidir.
RNA izolasyonu sirasinda siklikla gézlenen genomik DNA kontaminasyonu SYBR
Green tekniginin basarisin1 aksatan unsurlardan biridir. Ozgiil amplifikasyon iiriinii
elde etmek igin, cDNA amplifikasyon primerlerinin farkli ekzonlardan segilmesi,
amplikon uzunluklarinin kisa tutulmasi (120-250 baz) ve primerlerin baglandigi
ekzonlarin uzak seg¢ilmesi dikkat edilmesi gereken piif noktalardir (Yiizbasioglu,

2008).
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| Denaturation

LLLLLLLLLLLLLLL

2 Annealing

3 Extension

Sekil 1.1. SYBR Green teknigi 1. Baglangic asamasi: Reaksiyonun baglangicinda
ortamda SYBR Green, primerler ve tek zincirli DNA bulundugu i¢in
floresans sinyal yoktur. 2. Primerin hedef molekiile baglanmasi:
Primerin baglanmasi ile amplifikasyon sonucu SYBR Green olusan ¢ift
zincirli DNA’ya baglanir ve az miktarda floresan sinyal agiga ¢ikar. 3.
Primer uzamasi: Amplifikasyon oranina bagli olarak cift zincirli
DNA’nin yapisina daha fazla boya katilarak floresans sinyal artar
(Anonim, 2018).

SYBR Green I, primer dimerleri ve 6zgiil olmayan PCR iiriinleri gibi ¢ift
zincirli DNA molekiillerine de baglanabilir (Bustin ve Mueller, 2005). Bu nedenle
floresans artisi her zaman 0Ozgiil amplifikasyonu gostermez. Amplifikasyon

Uriiniiniin  6zgiil olup olmadigi, agaroz jel elektroforezi ile incelenir. Bununla
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birlikte RT-PCR cihazlarinda primer dimer olusumu ve 06zgiil olmayan
amplifikasyon {iriinlerinin tespiti i¢in “melting curve” (erime egrisi) analizi
yapilabilmektedir (Sekil 1.2.). Her ¢ift zincirli DNA kendine spesifik bir “melting
temperature, Tm” (Cift zincirli DNA’nin %50’sinin tek zincirli hale gegmesi igin
gerekli olan sicaklik) degerine sahiptir. Amplifikasyondan sonra sicaklik yavas
yavas ylkseltilerek belirli araliklar ile floresans miktar1 tespit edilir. Cift zincirli
DNA denatiire olmaya baglayinca interkale olan boya serbest kaldig1 i¢in Olgiilen
floresans miktar1 azaldig1 gozlenir. Bu sekilde elde edilen erime egrisinden
yararlanilarak amplifikasyonun 06zgiilliigli belirlenir. Tm degerinin tam olarak
saptanabilmesi igin erime egrisinin zamana karsi tlirevi ¢izilir ve bu analiz, siklikla

basvurulan bir yontemdir.
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Sekil 1.2. Erime egrisi analizi (Yiizbasioglu, 2008).
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Esik dongii degeri (threshold cycle = Ct) RT-PCR uygulamalarinda 6nemli
bir parametredir ve Ct degeri, amplifikasyon sirasinda tespit edilen floresan iginim
esik degerinin asildigi dongii sayisidir. Bagka bir ifade ile triindeki ilk anlaml
artisin oldugu noktayi1 belirtir. Farkli PCR reaksiyonlarinda yer alan kalip
orneklerin miktar1 Ct degerleri karsilastirilarak tahmin edilebilir (Womg ve
Medrano, 2005). Florimetrik PCR yontemi ile yapilan kantitasyon ¢aligmalarinda,
kalip DNA miktar1 bilinen standart 6rneklere ait Ct degerleri ile incelenen 6rnegin
Ct degeri karsilagtirilarak kantitasyon yapilmaktadir. Bu nedenle, kantitatif PCR
analizlerinde standart olarak tanimlanan kontrol 6rneklerine mutlaka ihtiya¢ vardir.
Standart 6rnek olarak i¢inde bulunan kalip DNA miktar1 bilinen 6rneklerle yapilan
caligmalara “mutlak kantitasyon” adi verilir. Bir 6rnegin icinde yer alan kalip
miktarmin diger bir 6rnekle karsilastirildigr durumlarda mutlak kantitasyona gerek
yoktur. Bu durumda, standart ornegin icinde bulunan kalip DNA miktarinin
bilinmesi dnemli degildir. Iyi ekspresyon saglayan bir &rnegin seri dilusyonlar:
standart olarak kullanilabilir. Bu c¢alismalarda 6nemli olan standartlar arasindaki
kalip oranmin tekrarlanabilir ve dlgiilebilir olmasidir. Bu tip ¢aligmalara goreceli
kantitasyon (relative quantitation) denir (Pfaffl, 2001). Bir standart dérnekten seri
diliisyonlar hazirlanir. Standart dillisyonlara varsayilan bir konsantrasyon miktar
atfedilir ve genellikle bu miktar “varsayilan birim” (arbitrary unit) olarak
tanimlanir. Bu standartlar kullanilarak, atfedilen konsantrasyon degerlerine karsilik
gelen dilisyonlarin Ct degerleri belirlenerek kantitasyon igin gerekli olan
regresyon egrisi hazirlanir. Bu egri standart egri olarak da ifade edilebilmektedir.
Kantitasyon agamasinda, 6rneklerin Ct degerlerinin regresyon egrisi iizerinde hangi
atfedilen degeri temsil ettiklerine bakilarak goreceli bir miktar belirlenir ve bu
sekilde kantitatif PCR verilerinin analizinde; mutlak ve goreceli kantitasyon
kullanilir.

Kantitatif RT-PCR uygulamalarinda normalizasyon amaci ile c¢esitli
kosullarda ekspresyonu degismedigi bilinen veya en az etkilenen bir referans gene

ihtiyag vardir (Bustin, 2002). Ozellikle farkli bireylerden alinan ya da ayni
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bireyden farkli donemlerde alinan 6rneklerle yapilan ¢aligmalarda, ilgilenilen genin
ekspresyon diizeyinin incelenebilmesi i¢in dokularda ekspresyonu degismedigi
varsayilan bir bagka gen iiriini mRNA ile normalizasyon yapilmasi gereklidir.
llgilenilen genin ekspresyon diizeyi, referans gen olarak kullanilan housekeeping
genin ekspresyon diizeyine oranlanir. Bu oranlamayla amaglanan izole edilen RNA
miktar1 ve sentezlenen c¢cDNA miktarmin getirdigi Ornekler arasi baslangig
farkliliklarii, deneysel hatalari normalize etmektir. Bu nedenle farkli doku ve
hiicre tiplerinde, hedef genlerin ekspresyon diizeyinin kantitatif olarak belirlenmesi
amaciyla yapilan ¢alismalarda, once referans olarak kullanilacak housekeeping
genin dogru segilmesi gereklidir. Calismalarda kullanilacak housekeeping genin
ekspresyon diizeyi, ne kadar az degiskenlik gosterir ve sabit kalirsa, hedef genin
ekspresyon diizeyinin belirlenmesi i¢in o kadar giivenilir bir referans olacaktir.

Son yillarda yapilan arastirmalarda zeytin meyve gelisimi ve olgunlagsmasi
sirasinda bazi referans genler tanimlanmistir. Bu genler iginde NADPH-dependent
geranylgeranyl reductase geni (OeCHLP), olusan meyvenin besinsel degeri
yaninda bitkinin verim ve strese tepkisi ile ilgili metabolik yollar i¢in gerekli olan
klorofil, tokoferoller ve plastoquinone bilesiklerinin olusumunu katalizler
(Muzzalupo ve akr.,2011). Bu bilesiklerin olusumunu katalizleyen genin 6zellikle
son yillarda yapilan galigmalar neticesinde kuraklik, 151k, diisiik sicaklik, yiiksek
sicaklik ve hastaliklar, yaralanma gibi biyotik ve abiyotik stresler karsisinda
ekspresyon seviyesini arttirdigi yapilan pek ¢ok ¢alisma ile belirlenmistir.

Meyve igindeki tokoferol ve fenol bilesiminin hem farkli doku hem de
farkli olgunluk doénemlerine bagli ve ¢ok kompleks bir yapiya sahip oldugu
belirlenmistir. Ancak tokoferol ve fenol bilesiklerinden sorumlu metabolik
olaylarin diizenleyici mekanizmasi hakkinda yeteri kadar ¢alisma simdiye kadar
yapilmamigtir. Tokoferol ve fenollerin antioksidant ve serbest radikalleri
uzaklastirma gorevleri yaninda Ozellikle insan sagligi acisindan kardiyovaskiiler
hastaliklar ve kanseri onleme gibi yararli etkileri bu bilesiklerin 6nemini daha da

arttirmaktadir. Ayrica bu bilesikler zeytinyaginda meydana gelen oksidatif
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bozulmanin da oniine gegerek zeytinyaginin hem kalitesini hem de raf dmriinii
uzatmaktadir.

Zeytinde meyve bilylimesi ve gelismesi ¢igeklenmeden 120-150 giin sonra
meydana gelmektedir. Bu durumu iklim sartlari, ¢esit ve igerisinde bulundugu
hiicre boliinmesi agamasina gore degismektedir (Lavee, 1996; Lombardo ve ark.
2006). Olgunlasma asamasinda perikarp yogunlugu ve kivami degisir. Ciinkii
baslangicta perikarpt ezmek ve suyunu cikarabilmek (yesil olum donemi) kolay
degildir. Meyve tekstiiriinde degisiklikler basladiginda yani meyve renginin
%50’sinden fazlasinin renk degistirdigi (mor oldugu) dénemde ezmek ve suyunu
cikarmak kolaylasir. Perikarp olgunlastikga kuru madde yag ile birlikte artmaya
devam eder. Meyve eti hem besinsel hem de oksidatif stabilite agisindan iyi bir yag
asidi dengesine sahip oldugu dénem en iyi hasat donemi ve bu iki agamanin ortasi
olarak kabul edilir (Rotondi ve ark., 2004). Kantitatif olarak perikarplarin en biiyiik
bilesenleri; su (%40-70) ve yag (%6-25)" dir (Lavee, 1996). Ancak ikincil
bilesenlerin miktar1 ¢esit, ekim, toprak ve iklim gibi etmenlere bagl olarak degisir.

Tokoferol biyosentezi, kloroplastlarin i¢ zar membranlarinda gergeklesir.
Bitkilerde tokoferollerin baglica rolii lipit peroxyl radikalleri ve reaktif oksijen
tiirevlerini siipiirerek lipit peroksidasyonunu énlemektedir. Bu nedenle fotosentetik
dokularda fotooksidatif zarardan kloroplast membranlarin1 koruyarak fotosentetik
yapilar i¢in optimal bir ortam olusturur. Perikarp ve tohumlarda tokoferoller sadece
besinsel bir 6ge degil ayn1 zamanda depo yaglar1 oksidatif zarardan koruyarak iiriin
stabilitesi ve raf dmriine katki saglar (Munné-Bosch ve Alegre, 2002) .

Zeytinde tokoferol ve fenolik bilesiklerin antioksidan aktivitesi hem meyve
etinde hem de yagda goriilmiistiir (Cinquanta, 2007). Meyve eti (drupe) igindeki
tokoferol ve fenolik bilesiklerin kompozisyonu i¢in sorumlu metabolik yollarin
diizenleyici mekanizmasi heniiz genis capta arastirilmamustir.

Geranylgeranyl rediiktaz (CHL P) enzimi, klorofil, phylloquinone ve
tokoferollerin sentezi icin gerekli geranylgeranyl diphosphate’in phytyl

diphosphate’a indirgenmesini katalizler. Sekil 1.3.’de goriildiigi lizere CHL P
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enzimi, phytl-diphosphate zincirini ve klorofil a’y1 olusturmak icin geranylgeranyl
diphosphate ve geranylgerany’ le edilmis klorofil ile reaksiyona girmistir.
Bitkilerde, tokoferol seviyesi ve kompozisyonu farkli dokularda degisen
miktarlarda bulunur. Bu durumu abiyotik stres sartlar1 ve gelisme esnasindaki
dalgalanmalar olusturur. Yaslanma ve strese girmis bitkilerde tokoferol
biyosentezinin diizenlenmesi ¢ok farkli yollarla gergeklesmektedir (Collakova ve

Dellapenna, 2003).
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Sekil 1.3. Bitkilerde Klorofil ve Tokoferol Biyosentez Yollarinin Semasi
(Muzzalupo ve ark., 2011).
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Son yapilan ¢alismalarda CHL P geni Olea europaea tiirlerinde de
karakterize edilmistir. Farkl stres sartlar1 ve gelisimsel asamalarda zeytin yaprak
ve perikarpinda olugan OeCHL P mRNA seviyeleri belirlenmistir (Bruno ve ark.,
2009). Calismalar sonucunda farkli gesitler ayni iklim sartlarinda yetisse bile bu
genin transkripsiyon miktarlarina ait farkli sonuglar belirlenmistir.

Bitki metabolizmasinda ¢ok farkli gérevlerin yerine getirilmesinde kilit rol
oynayan OeCHL P geninin RT-PCR uygulamalariyla ekspresyon diizeyi
arastirildig1 bu caligmada materyal olarak simdiye kadar iizerinde bu konuya dair
caligma yapilmamis iilkemiz “’Zeytin Genetik Kaynaklari Koruma’’ parselinde yer
alan ve tescili yapilmis 39 c¢esit kullanilmig olup, hem yesil hem de siyah olum
doneminde alinan perikarp orneklerinde analizler yiiriitiilmiistiir. Calisma igin
secilen hem ticari ve hem de yoresel olarak énemli 39 ¢esit daha 6nce yapilmis
diisiik sicaklik stresi ¢aligmalarinda kullanilmiglardir. Bu 39 zeytin cesidi perikarp
olgunlasma asamasinda OeCHL P geni transkript seviyelerinin agisindan
kiyaslanmis olup OeCHL P mRNA seviyesi ile a-tokoferol ve baz1 6nemli fenolik
bilesik  icerikleri  (oleuropein, hydxyrotyrosol ve tyrosol) acisindan

degerlendirilmistir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Bitki metabolizmasinda énemli islevleri olan fenolik bilesikler, tokoferoller
ve gen ekspresyon calismalart zeytin ve diger bazi o6nemli tlirlerde boliimler

halinde sunulmustur.

2.1. Fenolik Bilesikler ve Tokoferoliin (Vitamin E) Bitki Metabolizmasindaki
Islevleri ve Bu Yonde Yapilan Calismalar

Harborne ve Dey (1989), fenolikleri bir veya daha fazla sayida hidroksil (°
OH) grubunun baglandigi benzen halkasina sahip maddeler olarak
tanimlanmislardir. Zeytin, meyve etinin % 1-3’{inli olusturacak diizeyde, yiiksek
konsantrasyonlarda fenolik madde icerir. Zeytinin temel fenolikleri; fenolik asitler,
fenolik alkoller, flavonoidler ve sekoiridoitler olarak smiflandirilir. Fenolik asitler,
fenolik alkoller ve flavonoidler farkli botanik familya icerisinde siniflandirilan pek
¢ok meyve ve sebzede bulunabilirken, sekoiridoitler sadece Olea europaea L.
tirtiniin iginde sniflandirildigi Olearaceae familyasinda bulunurlar. Sekoiridoit
smifi altinda gruplandirilan fenolik maddeler yapilarinda elenolik asit ya da
elenolik asit tiirevi icermeleriyle digerlerinden ayrilir (Diez ve Adamos, 1997).

Fenolik bilesiklerin, bitkilerde aromatik aminoasit metabolizmasi sirasinda
sentezlenen yan bilesiklerden olusan ikincil metabolitler oldugu diisiiniilmektedir.
Gida bileseni olarak fenolik bilesikler; insan saglig1 agisindan iglevleri, tat ve koku
olusumundaki etkileri, renk olusumu ve degisimine katilmalari, antimikrobiyal ve
antioksidatif etki gostermeleri, enzim inhibisyonuna neden olmalar, degisik
gidalarda saflik kontrol kriteri olmalar1 gibi birgok &zelliklerinden dolay1r 6nem
tasirlar. Fenolik bilesiklerin antioksidatif etkisi fenol grubundaki "OH grubu sayisi
arttikca artmaktadir (Saldamli, 1998).

Gutiérrez ve ark. (2002)’nin zeytinyaginda raf Omrinii belirleyen
gostergeleri belirledikleri calismada, 1996-1997 yillar1 arasinda Picual, Hojiblanca

ve Arbequina isimli Ispanyol zeytin ¢esitlerinden aldiklar1 6rneklerde devamli iiclii
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faz kullanarak yag elde etmislerdir. Cesitlerin toplam tokoferol igerigi 261,03 ppm
(Picual), 229,88 ppm (Hojiblanca) ve 157,94 ppm (Arbequina); toplam fenol
igerigi 219,00 ppm (Picual), 217,00 ppm (Hojiblanca) ve 85,30 ppm (Arbequina);
orthodiphenol igerigi ise 18,92 ppm (Picual), 18,67 ppm (Hojiblanca) ve 3,99 ppm
(Arbequina) olarak belirlenmistir. Caligma sonucunda oksidasyonla birlikte ana ve
yan bilesiklerin miktarlarinda degisiklikler belirlenmistir. Ancak &6zellikle ilk 6nce
yikima ugradig1 i¢in ortalama zeytinyagi émriinii belirleyen bilesiklerin tokoferol
ve orthodiphenoller oldugu bildirilmistir.

Oksidasyon, yaglarin bozulmasinda temel etkenlerden biridir ve ortam
kosullarinin (1s1, 151k, nem, metal kaplar) uygun olmadigi durumlarda bu durum
daha da kotii bir hal almaktadir. Garcia ve ark (2003), 2000-2001 yillar1 arasinda
ticari marketlerden temin ettikleri Picual, Hojiblanca, Cornicabra ve Arbequina
cesitlerinden elde edilmis sizma zeytinyagi numunelerini analizlere kadar -3°C’de
saklamislardir. Analizler Kasim, Mart, Haziran ve Eyliil aylarinda yapilmistir. 1
yilin {izerinde muhafaza edilmis yaglarda Mart ayinda yapilan analizlerde en diisiik
polifenol igerigi saptanmistir. Tokoferol icerigi ise Ornekleme tarihlerinden
etkilenmemistir. Cesitler arasinda polifenol igerigi, Picual ve Cornicabra ¢esitlerine
ait yaglarda Hojiblanca ve Arbequina yaglarina gdre kismen daha yiiksek
belirlenmistir. Tokoferol icerigi agisindan ise Arbequina g¢esidi en diisiik orana
sahip olurken, diger ¢esitler birbirine yakin ve yiiksek degerler vermislerdir.

Simdiye kadar zeytin c¢esitleri lizerine pek c¢ok calisma yapilmis ve
ozellikle meyve biinyesinde igerdigi antioksidan bilesikler tlizerinde durulmustur.
Boskou ve ark. (2004), Yunanistan’a 6zgii sofralik zeytin g¢esitlerinin toplam fenol
bilesimi ve antioksidan etkileri {izerine yaptiklar1 ¢alismada; her tip sofralik
zeytinin bilesimindeki polifenollerin nitel ve nicel igeriginin zeytinlerin toplam
antioksidan kapasitesini degistirmekte oldugunu ve her tip sofralik zeytinin, ¢eside
gore degisen miktarlarda fenolik bilesiklere sahip oldugunu bildirmiglerdir.

Morello ve ark. (2004), ispanya’nin Les Garrigues bolgesindeki 3 farkli

yag degirmeninden elde edilmis Arbequina zeytin ¢esidine ait yag orneklerini 12
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ay depolamadan sonra yag substratlari, mindr bilesikler ve 0Ozellikle fenolik
fraksiyonlardaki degisiklikleri belirledikleri ¢alismada yag asidi komposizyonunun
oleik asit yiizdesini arttirdigini bildirmislerdir. Ancak 6nemli miktarda klorofil,
karotenoid ve toplam fenolik miktarinda azalma olmustur. a- tokoferol miktar1 ise
biitiin yag numunelerinde depolamadan sonra tamamen tiikenmigtir.

Tiryaki ve Karaman (2004), kaliteli bir yagin 200 mg/kg’1 asan bir fenolik
madde igerigine sahip oldugunu vurgulamistir. Bu durum c¢aligmada kullandiklari
Dogu Karadeniz’e 6zgii ¢esitlerin toplam fenol igerigi bakimindan yeterli siirlar
igerisine girdigini gostermistir. Calismada a- tokoferol miktar1 en yiiksek Sati
(98,54 mg/kg) cesidinde belirlenirken, sirasiyla Otur (88,45 mg/kg) ve Butko
(54,66 mg/kg) cesitleri izlemistir.

Jiang ve ark. (2005), Japonya’nin Shodo adasinda yetisen Manzanillo (1),
Lucca (2), Nevadillo Blanco (3) ve Mission (4) cesitlerinin 3 farkli olgunluk
doneminde (yesil, kirmiz1 ve siyah) topladiklart meyvelerden elde ettikleri yagda
toplam tokoferol ve fenolik madde tayini yapmislardir. Caligmanin sonucunda yesil
olum déneminde toplam fenolik madde miktarlari: 1 (7,9 mg/100 g), 4 (7,4 mg/100
2), 2 (5,1 mg/100 g), 3 (4,3 mg/100 g); kirmiz1 olum déneminde 1 (6,3 mg/100 g),
4 (4,4 mg/100 g), 2 (3,5 mg/100 g), 3 (2,6 mg/100 g); siyah olum déneminde 2 (3,7
mg/100 g), 1 (3,2 mg/100 g), 4 (2,4 mg/100 g), 3 (0,7 mg/100 g) seklinde
siralanmigtir. Toplam fenol igeriginin yesil olum déneminde en yiiksek oldugu ve
sonra azaldigi bildirilmistir. Tokoferol igerigi ise yesil olum déneminde: 1 (33,02
mg/100 g ), 4 (32,5 mg/100 g), 3 (32,4 mg/100 g), 2 (24,00 mg/100 g); kirmiz1
olum déneminde; 4 (27,5 mg/100 g), 3 (27,5 mg/100 g), 1 (25,2 mg/100 g), 2 (20,7
mg/100 g); siyah olum déneminde; 1 (24,6 mg/100 g), 2 (23,5 mg/100 g), 4 (22,2
mg/100 g), 3 (21,8 mg/100 g) seklinde siralanmustir.

Kiralan ve ark (2008), Dogu Akdeniz Boélgesinin farkli kesimlerinden
topladiklart Kilis Yaglik, Halhali, Karamani, Hagebi ve Nizip Yaglik gesitleri ile
yaptiklar1 ¢calismada zeytinyagindaki oksidatif stabiliteyi etkileyen bazi1 kimyasal

ozellikleri incelemislerdir. Calisma sonucunda Halhali ¢esidi (Nizip- Gaziantep) en
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yiiksek toplam fenol igerigine (495,42 mg /kg), Kilis Yaglik cesidi ise en diisiik
icerige (38,31 mg/kg) sahip olmustur. Halhali’y1 sirasiyla Nizip Yaglik (241,55
mg/kg), Karamani (161,38 mg/kg), Halhali (Hatay) (138,03 mg/kg) ve Hasebi
(114,08 mg/kg) cesitleri izlemistir.

Pirgiin ve Keceli (2008), Hatay’da yetistirilen Halhali ve Gemlik zeytin
¢esitlerinden olgunluk bast ve sonunda elde edilen ekstraktlarin antioksidan
aktivitesi sentetik bir antioksidan olan Biitillenmis Hidroksi Toluen (BHT) ile
karsilagtirilarak incelenmistir. Zeytinden elde edilen fenolik ekstraktlar ve BHT nin
antioksidan aktiviteleri, 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) kullanilarak metanol
yag ve suda-yag emiilsiyonunun kullanildigi sistemlerde degerlendirilmistir.
Zeytinlerin toplam fenol igeriklerinin 206 mg/100g ile 315 mg/100g (CAE)
arasinda ¢eside bagh olarak degistigi ve toplam fenol igeriginin olgunlagma
ilerledikce azaldig1 saptanmustir.

Tokoferoller hassas organik bilesiklerdir ve genotip X g¢evre
interaksiyonundan olduk¢a etkilenirler. Bu durumun etkisinin incelendigi
caligmada Arslan (2010), Ayvalik, Gemlik, Kilis Yaglik ve Sar1 Ulak zeytin
cesitlerinin toplam fenol ve tokoferol igeriklerini belirlemek adina farkh
lokasyonlardan 2 yil siireyle veri elde etmislerdir. Toplam fenolik madde igerigi
bakimindan Ayvalik ve Gemlik ¢esitlerinde Antalya, Sar1 Ulak ¢esidinde Ceyhan
ve Alanya, Kilis Yaglik ¢esidinde Urfa en iyi degerleri gostermistir. Yagigin ve
rakimm diger lokasyonlara gore daha fazla oldugu lokasyonlara ait yag
orneklerinde toplam fenolik bilesiklerin diisiik ve a-tokoferoliin daha yiiksek
oldugu belirlenmistir. Tokoferol igerigi bakimindan Sar1 Ulak ve Kilis Yaglik
cesitleri daha yiiksek degerler gostermistir. Ayvalik ve Sar1 Ulak c¢esitlerinin
meyvelerinde fenolik bilesikler en yiiksek, Gemlik ¢esidinde ise en diislik olarak
belirlenmistir.

Zeytin meyvesinin sofralik tiiketimin yani sira zeytinyagi olarak da
kullanilmasi igerisinde barindirdigi bilesiklerin ortaya konulmasini gerektirmistir.

Zeytinyag kalitesinin botanik ve cografi orijin ile iliskili olmasi ile zeytinyaginin
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cesit ve bolgesel karakterizasyonu énem kazanmustir. ilyasoglu ve Celik (2010),
yaptiklari ¢alisma ile Anadolu’nun ekonomik agidan en 6nemli zeytinyaglarindan
birisi olan Memecik zeytinyaglarinin kalite parametreleri, yag asitleri,
triagilgliserol ve sterol kompozisyonu, a-tokoferol ve toplam fenolik madde
igerikleri, fenolik madde ve aroma profilini belirlemislerdir. Memecik
zeytinyaglarinda tespit edilen baslica yag asitleri oleik asit (% 73.37-75.64),
palmitik asit (% 11.45-13.84) ve linoleik asittir (% 7.33-8.91). Triolein (% 63.50-
68.32), palmitodiolein (% 18.25-25.82) ve dioleolinolein (% 6.01-9.18) zeytinyagi
orneklerinde tespit edilen baglica triagilgliserollerdir. Sterol kompozisyonu
olusturan baglica steroller, b-sitosterol (% 80.76-83.00), D5-avenasterol (% 11.02-
12.78) ve kampesteroldiir (% 4.01-4.97). Memecik ¢esidi zeytinyaglarinin fenolik
madde profilinde, hidroksitirozol, tirozol, ferulik asit, p-kumarik asit, apigenin ve
luteolin ve aroma profilinde hekzanal, hekzanol, E-2-hekzenal, E-2-hekzenol ve Z-
3-hekzenol tespit edilmistir.

Zeytinyaginda fenol igerigi; zeytin ¢esidi, olgunlagsma diizeyi, hastaliklar
ve iklimi de kapsayan bir¢ok faktdre baglh olarak degismektedir. Kaleci (2010),
farkl1 yetistirme sartlarimin meyve ve yag kalitesi iizerine etkisini inceledigi
caligmasinda organik ve konvansiyonel sartlarda yetistirilen Ayvalik zeytin ¢esidini
kullanmigtir. Arastirma sonucunda organik olarak yetistirilen meyve 6rneklerinde 1
kg’daki meyve sayisi, konvansiyonel olarak yetistirilenlerden daha az oldugu tespit
edilmistir. Bu durum meyve 100 dane agirliginda da belirlenmistir. Ayrica meyve
biiylikliigli agisindan organik sartlarda yetistirilen meyvelerin daha biiyiik oldugu
belirlenmistir. Organik sartlarda yetistirilen meyvelerde ki yag oranmi (%31,46),
konvansiyonel sartlarda yetistirilenlerden (%33,33) daha az bulunmustur.
Tokoferol igerigi agisindan organik sartlarda yetistirilen meyvelerdeki a-tokoferol
miktar1 (119,9 mg/kg), konvansiyonel sartlarda yetistirilen meyvelerden (134,15
mg/kg) daha az bulunmustur. Pek ¢ok arastirmaci yiiksek kalitedeki zeytinyagi
tokoferol igeriginin 300 mg/kg oldugu, diisiik kaliteli ve yiiksek asitli

zeytinyaginda bu degerin 5 mg/kg’ a kadar diistiigiinii bildirmistir. Sonugta,
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Ayvalik zeytin ¢esidinin organik sartlarda yetistirildiginde yag kalitesinin iyi
olmas1 organik yetistiriciliginin  yayginlastirilmasinda etkili olabilecegini
diistindiirmiistiir.

Asik ve Ozkan (2011), Aydin ili ¢evresinden topladiklart Memecik zeytin
cesidine ait ornekleri et ve kabuk rengi dikkate alinarak olgunluk indeksinin son
sathasinda (OI: 6.91) elle hasat etmislerdir. Orneklerden laboratuvar kosullarinda
iki fazli kesikli bir sistem kullanilarak mekanik yoldan yag elde etmislerdir.
Orneklerin igerdigi a-tokoferol miktarini analitik olarak belirlemek icin 4 farkli
lokasyon kullanmiglardir. Calisma sonucunda lokasyonlarin toplam tokoferol
icerigi 157,71 mg/kg, 121,13 mg/kg, 130,00 mg/kg ve 65,49 mg/kg olarak
belirlenmistir. Yaglarin toplam fenolik madde miktar1 ve antioksidan aktivitesi
sirasiyla 169,25 mg gallik asit esdegeri/kg ve %85,55 (DPPH radikalinin yiizde
inhibisyonu) olarak bulunmustur.

Sevim ve ark (2013), Erkence =zeytin c¢esidinin hurmalagsmis ve
hurmalagsmamis meyvelerinde yaptiklar1 calismada bazi kimyasal 6zelliklerin kalite
tizerine etkisini aragtirmiglardir. Erkence zeytin ¢esidinde goriilen bu hurmalagma
durumu Izmir’in sadece Seferihisar ve Karaburun iclerinin bazi kesimlerinde
goriilmektedir ve iklimsel kosullar nedeniyle ortaya c¢iktigi diisiiniilmektedir.
Aragtirma sonucunda yag orani bakimindan farklilik goriilmezken, hurmalagmamis
zeytinyagi orneklerinde toplam fenol miktart 87,14 mg/kg olarak belirlenirken,
hurmalagmis 6rneklerin yaginda ise 69,80 mg/kg olarak belirlenmistir. Bu durumun
hurmalagmis zeytinlerin daha olgun ve sekerli olmasindan kaynaklanabilecegi
vurgulanmigtir.  Tokoferol igerigi bakimindan ise Onemli bir farklilik
belirlenememistir.

Tiirkiye’de uzun bir geg¢mise sahip olan zeytin yetistiriciligi, zaman
igerisinde bdlgelerin kendisine 6zgii yoresel ¢esitlerinin ortaya ¢ikmasina sebep
olmustur. Seker ve ark (2013), Dogu Karadeniz Bolgesi’ne 6zgii Butko, Otur ve
Sat1 zeytin ¢esitleri {izerinde yaptiklar1 calismada bu gesitlerden Kasim-Aralik

ayinda aldiklar1 Orneklerden zeytinyagi kalitesini belirlemiglerdir. Calismada
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toplam fenol icerigi agisindan en yiiksek degeri Butko (89,00 mg/kg) cesidi alirken,
sirastyla Sati (79,00 mg/kg) ve Otur (78,00 mg/kg) gesitleri izlemistir.

Natiirel zeytinyagmin kalitesini belirleyen kriterlerden biri de tokoferol
igerigidir. En aktif formu ise (%90) a-tokoferol (Vit E9)’diir. Natiirel sizma
zeytinyaginda 151-178 mg/kg miktarinda a-tokoferol oldugu belirtilmektedir.
Ayrica zeytinyaginda tokoferoliin disinda klorofil, karotenoid, fenolik bilesikler
gibi ¢eside, iklime, yetistirilme kosullarima gore degisen pek cok mindr bilesik
bulunmaktadir. Sevim ve ark (2016), Tiirkiye i¢cin dnemli Ayvalik, Gemlik ve Uslu
zeytin ¢esitlerinden elde edilen yaglarda tokoferol ve toplam fenolik madde
miktarlarini tespit etmislerdir. Toplam fenolik madde miktar1 383,67 mg CAE/kg
ile en yiiksek Gemlik cesidinde, 46,15 mg CAFE/kg ile en diisiik Ayvalik ¢esidinde
belirlenmistir. Gemlik ¢esidini sirasiyla Memecik (304,94 mg CAE/kg) ve Uslu
(162,56 mg CAE/kg) izlemistir. a-Tokoferol icerigi en yiiksek 340,44 mg/kg ile
Memecik iken, en diisiik 194,99 mg/kg ile Gemlik ¢esidi sahip olmustur. Memecigi
sirasiyla Uslu (297,18 mg/kg) ve Ayvalik (243,19 mg/kg) ¢esitleri izlemistir.

2.2. Zeytin ve Diger Tiirlerde OeCHL P Geninin Bitki Metabolizmasindaki
Islevleri ve ifade Seviyelerine Yéonelik Calismalar

CHL P geni tiitin, Arabidopsis, soya fasulyesi, Carpobrotus edulis,
fotosentetik bakterilerde detayli olarak arastirilmigtir. Son zamanlarda ise tiitiin ve
seftalide 151k ile bu genin ekspresyon seviyesinin arttig1 bildirilmistir. Ancak ¢ok az
caligmada CHL P geni ekspresyonunda fitohormonlar ve 1sik miktarinin etkileri
tizerinde durulmustur.

Zeytin meyvesinin molekiiler yonlerinin karakterizasyonu ile gelisme,
olgunlasma ve strese olan tepkisine yonelik artan miktarda veri elde edilmektedir.
Son zamanlarda zeytinde bir dizi farkli sekilde ifade edilen genlerin sayisi farkli
gelisimsel ve fizyolojik durumlardaki meyve, yaprak ve koklerde belirlenmistir.
Boyle biiyiik bir sekans dizisinin varligi hedeflenen gen ekspresyon c¢aligmalarini

onemli Olciide tesvik etmektedir. Sistematik/hedeflenmemis ve hedefe yonelik
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transkripsiyonel c¢aligmalar hassas ve giivenilir araglar i¢in kullanilabilirlik
gerektirir. Sistematik yaklagimlar transkripsiyon diizenleyici bir bakis agisi
saglarken, verilerin igten kaynaklanan genis deneysel degiskenliginden olumsuz
etkilenmektedir. Dolayisiyla daha fazla kesin nicel yaklagimlar ile ilgili se¢ilmis
genlerin diferansiyel transkript akiimiilasyonunun dogrulanmasina ihtiyag¢ vardir.

Tanaka ve ark (1999), Arabidopsis ve bakteriyel CHL P’ye homolog olan
bir 52-kD prekiirsor proteinini kodlayan tiitiin cDNA sekansini tanimlamiglardir.
Tokoferol ve klorofil igerigi agisindan yetersiz transgenik (transformant) bitkilerde
yapilan ¢alismada CHL P ifadesinin azaldigi belirlenmistir. Sonucta biiyiimesi
gecikmis ve soluk/rengarenk bir fenotip belirlenmistir. Yiiksek (500 photon
pmolm™s™;HL) ve disik (70 pmol photon m?s'; LL) isikta yetisen
transformantlar yaprak gelisimi sirasinda diisiik bir tokoferol igerigi gOstermistir.
Ancak yiiksek 151k sartlarinda yabani tip (wild-type) bitkilerinin biiyiimesi
esnasinda tokoferol icerigi 2 kat artig gostermistir. Toplam klorofil igerigi yiiksek
151k siddeti sartlarinda diisiik 151k siddeti sartlarina gore daha hizli diismiistiir.
Klorofil igeriginin %58’den fazlasi1 diisiik 151k siddeti sartlari altinda fitol yerine
geranil-geraniyol ile esterlenmistir. Caligmanin sonucunda zararh ¢evre kosullarina
karsi modifiye edilmis tokoferol seviyeleriyle bitkilerin adaptasyonunun
aragtirilmast icin transformantlarin degerli bir model oldugunu ve CHL P geninin,
tokoferol ve klorofil sentezi i¢in fitol sagladigi belirlenmistir.

Giannino ve ark (2004) seftalide tek kopya geni olan PpCHL P, stoplazma
kloroplast transportando nikotinamid baglama bolgesi igin transit bir peptidi
barmdiran 51,68 kD’ lik bir iiriinii kodladigin1 bildirmislerdir. PpCHL P mesajimnin,
klorofil igeren doku ve ¢icek organlarinda bol miktarda, olgunlasan meyvelerin
mezokarplar1 ve koklerinde ise nadiren bulundugunu belirlemislerdir. Bu durum
transkripsiyonun plastid tipi ve olgunlasma asamasi ile ilgili olabilecegini
diigtindiirmiistiir. Ayrica bu mesaj, siirgiin u¢ meristemlerinde ortaya ¢ikmamis
ancak erken safhalarda yaprak hiicrelerinde bastan uca yayilmis ve esas olarak

geng yapraklarin palisadi i¢inde yer almistir. Bu nedenle PpCHL P geninin
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transkripsiyonu yaprak gelisimi sirasinda diizenlenmis olmasimin muhtemel olacagi
bildirilmistir. Gen ifadesi dogal karanlik, suni karanlik, soguk, yaralanma ve
yaprak kivirciklasma gibi stres faktorleri sirasinda da izlenmistir. Transkripsiyonu
151k uyarirken karanlik ve soguk stresi baskilamigtir. Karanlikta birakilmig
yapraklarda PpCHL P mesaj1 katalaz enzimi ile es zamanli olarak artmistir. Yaral
yapraklarda bu mesaj azalmis ancak hizli bir iyilesme goriilmiistiir. Kivirciklagsma
goriilen yapraklarda ise, gen ifadesinin azalmasmin yaprak hasar1 yogunlugu ile
iliskilendirilmistir. Ancak dogal, mekanik (igne yardimi ile) ve Taphrina
deformans isimli patojenik bir mantar tarafindan zarar verilmis hiicreler
incelendiginde transkripsiyon sinyallerinin arttig1 goriilmiistiir. Sonuglar PpCHL P
ifadesinin fotosentez aktivitesi ile regiile edildigi ve savunma mekanizmasinda
gorev yaptigini gostermistir.

Lee ve ark (2007), erken donemde meyve gelisimine katilan genleri
belirlemek i¢in, Fuji elma ¢esidinin geng ve yash bireylerinden toplanan 6,253
c¢DNAs kullanmislardir. Bu ¢cDNAs dizilerinden 3,484 ¢cDNA mikrodizisi kalite
kontroliinden sonra secilmis ve farkli doku ve gen¢ meyvelerin arasindaki
diferansiyel gen ekspresyon modelleri igin analizler yapilmistir. Bunlar arasinda
192 cDNA, gen¢ meyvelerde diger dokulara gore iki kattan daha fazla bir sinyal
degeri gostermistir. Blast analizi ile 192 cDNA klonunun bilinen fonksiyona sahip
proteinlerini kodlayan 88 anlamli grubu ve bilinmeyen fonksiyona sahip 50 anlamli
grubu tamimlanmistir. Varsayilan protein gruplari; fotosentez (%16,7), protein
sentezi (%12,3), hiicre ¢ogalmasi ve farklilasmasi (%10,9), hiicre genislemesi
(%35,8), metabolizma (%S8), strese tepki (%7,2), digerleri (%2,9) ve bilinmeyen
fonksiyonlar (%32,2). Calisma sonucunda CHL P geni metabolizmada goérev yapan
7 genden biri olarak belirlenmistir.

OeCHL P gen ekspresyonu modiilasyonu, bitki gelisimi ve stres sartlari
altinda kompleks bir genetik network izlemektedir. Bruno ve ark (2009), zeytinde
organ gelisimi ve stresten sorumlu geranyl geranyl rediiktaz geninin roliinii

arastirdiklart  ¢alismada “Coralea” ¢esidini  kullanmiglardir. OeCHL P
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transkripsiyonunun sitolojik ornekleri ve seviyeleri in situ hibridizasyon ve
kantitatif RT-PCR yolu ile arastirdiklar1 ¢aligmada, bu genin tanimlanmis iki
kopyasmnin Coralea cesidinin her haploid kopyasimi tasidigimi bildirmislerdir.
Yaprak ve meyvelerin farkli gelisimsel asamalarinda OeCHL P geni morfo-
fizyolojik 6zellikleri ile iligkili olarak farkli ifade edilmistir. Soguga maruz kalmis
(4°C) farkli yaslardaki yapraklar ve mekanik olarak zarara ugramis meyvelerde gen
transkripsiyonunun erken ve gecici olarak gelistigi tespit edilmis ve ayrica OeCHL
P transkripsiyonu Bactrocera olea. patojeni tarafindan zarar géren meyvelerin
spesifik hiicrelerinde lokal olarak arttig1 belirlemislerdir. Biitiin veriler
incelendiginde OeCHL P geni ifadesinin erken donemde biyotik ve abiyotik stres
faktorlerine yanit verdigini ve stres altindayken gen aktivitesinin tokoferol
aktivitesi ile ilgili olabilecegini bildirmislerdir.

Galla ve ark (2009), yaptiklann caligmada gelismekte olan zeytin
meyvelerindeki en ¢ok ifade edilen genlerin tanimlanmasi ve farkli yazilimlar
araciligiyla hesaplamalarin yapilmasiyla ilgili ¢alismalarinda, Leccino ¢esidinin 3
farkli gelisim asamasindan (tam c¢igceklenmeden 30 giin sonra (DAF) A, gukur
sertlesmesi B (90 DAF), ben diisme C (130 DAF)) donemlerinde aldiklari
orneklerde total RNA ektraksiyonu yapmislardir. Elde edilen cDNA’lar meyve
geligimi, biiylimesi ve olgunlagmasini karakterize eden ana siireglerde, esas olarak
s6z konusu olan farkli sekilde ifade edilen genlerin tanimlanmasi igin
kullanilmigtir. yukar1 ve asagi yonde regiile edilen genleri izole etmek igin 4
subtraktif (¢ikarmali siireg) hibridizasyon kiitiiphanesi insa edilmis; forward ve
reverse A ve B arasinda; forward ve reverse B ve C arasinda. Biitiin diziler BlastX
programi ile analiz edilmis ve yaklasik %60’1 bilinen proteinlerle benzerlik
gostermigtir. Kiitiiphaneye 6zgii cDNA repertuarlari gen ontolojisinin (GO) 3 ana
kelimesine gore aciklanmistir. 1) hiicresel bilesen 2) biyolojik siire¢ 3) molekiiler
fonksiyon. BlastX analizi GO term haritalama ve ek agiklama analizi Blast2GO

yazilimi kullanilarak yapilmistir.
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Bruno ve ark. (2010), son yillarda Posidonia oceanica L. (deniz ¢ayir1)
tirtiniin azalmasimi Akdeniz Havzasi’ndaki 151k mevcudiyetinin azalmasina
baglamiglardir.  Bu  deniz  yosunundaki  fotoaklimasyonun  molekiiler
mekanizmalarin1 arasgtirmak i¢cin CHL P genini 151k varligina cevap veren bir
markir olarak se¢miglerdir. POCHL P geni karakterize edildikten sonra daha 6nce
katagorize edilmis 2 farkli ¢ayirdan yaprak oOrnekleri alinmistir. Bitkiler farkli
mevsimlerde ve 151tk mevcudiyetinin 1 yil boyunca goriintiilendigi cayirlardan
alinmistir. Sonuglar POCHL P geninin yaprak gelisim donemlerine gore farkl ifade
edilmis ve P. oceanica igin belirlenen kompasyon degerinin ¢ok altindaki 1sik
sartlarinda ekspresyon seviyesi cabuk degismistir. Bu nedenle bu genin
tanimlanmasi, stresle iligkili fonksiyonel karakterizasyonuna dogru onemli bir
model olmustur.

Farkli 151k dalgalar1 etkisinde kalmig bitkilerde CHL P gen aktivitesi de
degismektedir. Park ve ark. (2010), Japonya’'nin Jeonju bélgesinden ¢igeklenmeden
14 ve 28 giin sonra topladiklar1 susam kapsiillerinin ic¢indeki tohumlarn
ayirmiglardir. Ayrilan tohumlar 7 glin sonra ¢imlenmistir. Fideler biiyiidiikten
sonra kotiledon, hipokotil ve koklere ayrilmistir. SICHL P geninin ekspresyonunun
kotiledonlarda 1sikla arttigini ancak kirmizi isikta, koyu kirmizi ve mavi igiktan
daha yiiksek bir seviyeye ¢iktigini ancak karanlik ortam, etilen ve absisik asit ile
azaldigim1 bildirmislerdir. Ayrica ekspresyon seviyesi yapraklarda ve gelisen
tohumlarda 1sikla birlikte artarken, karanlik ortam, etilen ve ABA seviyesi ile
azalmastir.

Muzzalupo ve ark. (2011), Italya’ya 6zgii soguga dayamkli 11 zeytin
¢esidinde iki farkli donemde (yesil ve siyah olum) aldiklart meyve 6rneklerinde
CHL P geninin transkripsiyon seviyelerini belirlemislerdir. Zeytinde perikarp
olgunlasmasi sirasinda CHL P geni ekspresyonunu belirledikleri ¢aligmada yesil
donemde yapilan analizleri meyvenin 129. giiniinde, siyah donemi ise 190. giinde
almislardir. Farkli perikarp olgunluk agsamalarinda alinan 6rneklerde ayni gesitlerin

antioksidan kapasitelerinde 6nemli farkliliklarin  oldugunu belirlemislerdir.
25



2. ONCEKI CALISMALAR Filiz BAYSAL

Calismanin sonucunda tokoferol ve CHL P geni arasinda bir baglant1 oldugunu
bildirmiglerdir. Meyve orneklerinde yesil ve siyah olum donemlerinde meyve
biinyesindeki fenolik madde icerigi degismistir.

mRNA o6l¢iimii i¢in en ¢ok kullanilan qPCR tekniginde ekstraksiyon i¢in
saglam yontemler olusturmak icin 6n ¢aligma yapilmasi gerekmektedir. Tam olarak
fonksiyonel RNA’nin ve transkriptlerin giivenilir miktarinin elde edilmesi i¢in en
iyi referans genlerin tanimlanmasi gerekir. Nonis ve ark (2012), zeytin yapragi ve
meyvesinden aldiklar1 Ornekler de en uygun RNA ekstraksiyon metodlarini
belirleyerek, yaralanmaya maruz kalmig ve meyve gelisim/olgunlasma serilerine ait
21 RNA o6rnegi iizerinde potansiyel aday referans genlerini degerlendirmislerdir.
Iki farkli algoritma yontemi kullanilarak elde edilen sonuclara gore GAPDH2 ve
PP2AT’ in en iyi referans genler oldugunu belirlemislerdir.

CHL P geni 2012 yilina kadar monokotiledon bitkilerde tanimlanmamustir.
Ancak sonunda Zhou ve ark. (2013), “°Co radyasyonu uygulanmis Japonica rice
ZH11’in nesillerinden bir yellow leaf mutantim1 (lyll) izole etmislerdir. Lyll
mutantinin fenotipi harita bazl klonlama ve RNA interference (RNAi) yaklagimlari
ile CHL P i¢in LOC_0Os02g51080 geninde bir nokta mutasyonu ile olustugunu
bildirmislerdir.

Wang ve ark (2014), 502ys piring mutantindan klorofil sentezinin gen
seviyesindeki sayisal degeri i¢in CHL P genini tanimlamiglardir. Sari-yesil yaprak
mutant1 izole edilmis ve bu mutant disiik klorofil miktar1 sergilemigtir. Bunun
sonucunda kloroplastlarin gelisimi durmus ve biiyiime hizi gecikmigtir. 502ys
mutantinin fenotipinin, 2 kromozomun uzun kolundaki bir niikleer gende bir resesif
mutasyonla kontrol edildigini belirtmislerdir. Mutantin harita bazli klonlanmasi
OsCHL P (LOC-0s02g51080) geninin tanimlamasiyla sonuglanmustir. 502ys
mutantinda genin DNA sekansinda 1279 kalintida tek bir baz ¢ifti mutasyonu
belirlenmistir. Bu da, kodlanmis proteinde bir amino asit degisimi (Gly-206- Ser)
ile sonuglanmustir.  klorofillerin HPLC analizi, klorofil molekiillerinin

cogunlugunun mutant iginde az miktarda normal klorofile ek olarak doymamis bir
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geranylgeraniol yan zinciri ile konjuge edildigini gostermistir. Ayrica mutant
fenotip yabani tip (wild-type) geninin transformasyonu ile tamamlanmistir.
Caligmanin sonucunda OSCHL P genindeki bir tek baz ¢ifti mutasyonundan
kaynaklanan 502ys mutantini dogrulamistir.

Liu ve ark (2015), domateste onceden yaptiklari bir c¢alismada soguk
stresinin CHL P gen aktivitesini baskiladigini belirlemislerdir. Bu ¢alismada ise
ShCHL P gen aktivitesinin yaprak ve gévdede yiiksek, koklerde ¢ok az ifade
oldugu belirlenmistir. Bunun yaninda diisiik-yliksek sicakliklar, kuraklik, tuz ve
oksidatif stres ile de baskilandig1 belirlenmistir. Transgenik domates bitkilerinde
agir1 ifade olan ShCHL P geninin, yapraklarda a-tokoferol ve klorofil seviyesini
arttirdig1 goézlenmistir. Kloroz gosteren co-suppresyon bitkilerinde klorofil ve o-
tokoferol igerikleri azalmistir. Bu sonuglar dnceki calismalarda da ifade edilen
tokoferol ve klorofil sentezi icin CHL P geni ifadesinin gerekli oldugunu
dogrulamigtir. Ayni zamanda ShCHL P geninin, agir1 ifade ve baskilama hatlarinin
yabani tip ile kiyaslandiginda normal, tuzlu ve ozmatik sartlar altinda biiyiiyen
erken fide donemindeki bitkileri iyilestirdigi belirlenmistir.

Vinutha ve ark (2017), yaptiklart calismada tokoferollerin (oo,B, v, )
biyosentezini yoneten enzimlerin ¢aligma prensibini anlamak icin iki soya fasulyesi
¢esidi  kullanmiglardir.  Sonuglar 5 genin  6nemli derecede diferansiyel
ekspresyonunu gostermistir. Bragg ¢esidi, DS74 c¢esidine gore CHL P
transkripsiyonunda kayda deger bir artig (2 kat) gostermistir.
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3. MATERYAL VE METOT

Aragtirma 2017 ve 2018 yillarinda Alata Bahge Kiiltiirleri Arastirma
Enstitiisii ve Izmir Bornova Zeytincilik Arastirma Enstitiisii'nde yiiriitiilmiistiir.
Calismanin ilk yilinda (2016-2017) arastirmada kullanilan c¢esitlerden meyve
ornekleri izmir Bornova Zeytincilik Arastirma Enstitiisii’nde bulunan Sekil 3.1.’de
yeralan Zeytin Genetik Kaynaklari Koruma parselinden alinmis ve soguk zincir ile
Alata Bahge Kiiltiirleri Arastirma Enstitiisiine tasmmustir. ikinci yilda da (2018-
2019) ayni islemler tekrarlanmigtir. Alata Bahge Kiiltiirleri Arastirma Enstitiisiine
getirilen drneklerin kimyasal analizleri Enstriimental Analiz laboratuvarinda ve gen
ekspresyon calismalart ise Biyoteknoloji laboratuvarinda iki yil st iste

yapilmustir.

o

Sekil 3.1. Zeytin Oklerinin Alindig1 Zeytin Genetik Kaynaklan Koruma
Parseli, Kemalpasa.

3.1. Materyal

Aragtirmada, 39 adet farkli zeytin ¢esidi materyal olarak kullanilmistir. Bu
cesitlerin se¢ilmesinin sebebi lilkemize 6zgii ticari ve yoresel cesitler olmalaridir.
Ayrica, bu ¢esitler arasinda son yillarda tamamlanan ¢aligmalar sonucunda soguga
dayanikli oldugu saptanan cesitler de yer almaktadir. Cizelge 3.1.’de calismada
kullanilan cesitlere ait orijinleri, cografi dagilimi, kullanim sekli ve sinonim
adlarma dair detayl1 bilgiler verilmistir.
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Cizelge 3.1. Denemede Kullanilmis Cesitler, Orijinleri, Cografi Dagilimi,
Kullanim Sekli ve Sinonim Adlar

No Cesitler Orijin Cografi Dagilim Kullanim Sinonim
Sekli *
1 Ayvalik Edremit Canakkale, Korfez, Izmir, Y, C,SS Edremit
Mersin, Adana, Yaglik,
Kahramanmarag, Mardin Sakran,
Midilli, Ada
zeytini
2 Butko Artvin Artvin ve civari S, Y -
3 Cakir Izmir Izmir ve gevresi Y -
4 Cekiste Odemis Kiraz, Torbali, Odemis, YS -
Nazilli, Sultanhisar,
Yenipazar
5 Celebi (iznik) | Iznik- Bursa Marmara Bolgesi YS Iznik Celebi
6 Cilli Kemalpasa- Kemalpasa civari YS Tekir,
[zmir Provens,
Goloz
7 Domat Akhisar Akhiisar, Turgutlu, YS -
Saruhanly, {zmir,
Kemalpasa, Soke, Selguk,
Aydin, Karacasu, Kuyucak
8 Edincik su Balikesir Edincik, Erdek, Bandirma SS Su Zeytini
9 Erkence [zmir Izmir ve gevresi Y, SS [zmir
Yaglik,
Yerli
Yaglik,
Hurma
Zeytin
10 Esek zeytini Odemis- Ege, Marmara Bolgesi YS Celebi,
(Odemis) [zmir Palamut,
Bey Zeytini,
Kalamata
11 Gemlik Gemlik, Bursa, Tekirdag, Mersin, SS Trilye,
Bursa Bilecik, Kocaeli, Adana, Kaplik,
Kastamonu, Sinop, Kavircik,
Zonguldak, Samsun, Kara
Trabzon, Izmir, Aydin,
Balikesir, Manisa, Akhisar,
Antalya
12 Girit Zeytini Bodrum- Ege Bolgesi Y -
Mugla
13 Gorvele Artvin Artvin ve civarl Y -
14 Izmir sofralik Izmir Izmir ve gevresi YS -
15 Kan Celebi Nizip Gaziantep S -
16 Kara yaprak Aydin Aydin, Manisa Y -
17 Kilis yaglik Gaziantep, Gaziantep, Kilis, Sanlurfa, Y
Nizip Kahramanmarag, Mardin
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Cizelge 3.1. Devamu

No Cesitler Orijin Cografi Dagihm Kullanim Sinonim
Sekli *
18 Kiraz Akhisar, Manisa ve ¢evresi Y, S -
Yayakdy
19 Marantelli Trabzon Akgaabat ve civarl S -
20 Mavi Derik Mardin Y -
21 Memecik Mugla [zmir, Aydin, Sinop, Manisa, S, Y Ast Yeli,
Denizli, Mugla, Kastamonu, Giiliimbe,
Antalya, Kahramanmarag Sehir,
Tekir,
Tasarasi,
Yaglik
22 Memeli Menemen Menemen, Turgutlu, Kemalpasa YS, Y Ak zeytin,
Emiralem,
Cekiste
23 Nizip Gaziantep, Nizip, Kahramanmaras, Mardin- Y, S -
Yaglik Nizip Cizre
24 Otur Artvin Artvin ve civarl S, Y -
25 Patos Trabzon Trabzon ve civari S, Y -
26 Sagakli Artvin Karadeniz Bolgesi Y, S Otur
otur
27 Samsun Samsun Samsun ve civari S -
tuzlamalik
28 Samsun Samsun Samsun ve civari SS, Y -
yaglik
29 Sar1 ulak Tarsus- Mersin, Tarsus, Kozan, Erdemli, S -
Mersin Giilnar, Yumurtalik, Adana-
Seyhan
30 Sat1 Artvin Artvin ve civarl S, Y -
31 Saurani Hatay, Hatay ve gevresi Y, S Savrani
Altundzii
32 Sinop no 1 Sinop Sinop ve civart S, Y -
33 Sinop no 4 Sinop Sinop ve civari S, Y -
34 Sinop no 5 Sinop Sinop ve civari S, Y -
35 Sinop no 6 Sinop Sinop ve civart S, Y -
36 Tekirdag Tekirdag, Marmara Bolgesi YS, C Goloz
cizmelik Sarkdy
37 Trabzon Trabzon Trabzon civari Yaglik -
yaglik
38 Uslu Akhisar Akhisar, Mugla, Selguk, Yatagan, SS -
Turgutlu, Kemalpasa
39 Yiin ¢elebi Nizip Giineydogu Anadolu Bolgesi S -

*Y: Yaglik, S: Sofralik, YS: Yesil Sofralik, SS: Siyah Sofralik, C: Cizmelik
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Denemeye materyallerinin temin edildigi Bornova Zeytincilik Arastirma
Enstitiisii “Zeytin Genetik Kaynaklari Koruma Parseli’nin bulundugu ilgenin iki
yila ait aylara gore sicaklik ve yagis ortalamalar1 Cizelge 3.2.’de verilmistir. Bu

veriler Kemalpasa Meteroloji Istasyonu’ndan temin edilmistir.

Cizelge 3.2. 2017 ve 2018 Yillarina Ait Aylara Gore Ortalama Sicaklik Degerleri

Ortalama | Ortalama Ortalama | Ortalama
Ay Yil Sicakhik Yagis Yil Ay Sicakhik Yagis
°O) (mm) °C) (mm)
1 2017 33 246.,4 2018 1 6,1 81,8
2 2017 7,9 50,2 2018 2 9,8 119,6
3 2017 11,0 88,0 2018 3 13,0 58,4
4 2017 14,2 15,4 2018 4 17,2 10,0
5 2017 19,2 43,4 2018 5 21,5 26,2
6 2017 24,4 18,4 2018 6 24,1 46,8
7 2017 27,7 13,0 2018 7 27,3 24,0
8 2017 27,2 0,0 2018 8 27,4 6,6
9 2017 22,9 0,0 2018 9 23,1 6,6
10 | 2017 16,2 0,0 2018 10 16,6 61,6
11 | 2017 10,0 72,2 2018 11 12,4 83,0
12 | 2017 9,1 116,0 2018 12 8,7 108,4

Denemede yer alan ¢esitlere ait yesil ve siyah olum donemi &rnekleri

resimleri Cizelge 3.3.’de verilmistir.
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Cizelge 3.3. Denemede Kullanilan Cesitlere Ait Yesil ve Siyah Olum Donemi

Ornekleri
Cesidin
Yesil ve Siyah Olum Dénemi
Ad1
Ayvalik
Z : 1 U e R
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Cizelge 3.3. Devami
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Cizelge 3.3. Devami
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Cizelge 3.3. Devami
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Cizelge 3.3. Devami
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Cizelge 3.3. Devami
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Cizelge 3.3. Devami
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Cizelge 3.3. Devami
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Cizelge 3.3. Devami
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Cizelge 3.3. Devami
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Cizelge 3.3. Devami
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Cizelge 3.3. Devami
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Cizelge 3.3. Devami
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3. MATERYAL VE METOT Filiz BAYSAL

Cizelge 3.3. Devami

Yin sa g g & )
P99 &
Celebi aw

Zeytinin olgunluk derecesi hasat zamaninin belirlemesinde ©nemli
faktordiir (Cebeci, 2007). Ornekler arasinda olgunluk farkindan kaynaklanacak
problemi ¢6zmek icin biitiin ¢esitlerden meyve ornekleri tiim agaci temsil edecek
sekilde alinmistir. Yesil olum dénemi meyveleri Cizelge 3.4.’de verilen olgunluk
tayininde kullanilan 0-7 skalasinda 1°i ve siyah olum donemi meyveleri 6’y1 temsil

edecek sekilde ve Cizelge 3.5.'de verilen tarihlerde alinmustir.
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Cizelge 3.4. Meyve Olgunlugu Gruplar1 ve Olgunluk Dereceleri

Meyve Kabugu Koyu Yesil 0
Meyve Kabugu Sar1, Sarims1 Yesil 1
Meyve Kabugu Renk Degisimi (kizarma- 2
morarma) yaridan az
Meyve Eti Renk Degisimi (kizarma- 3
morarma) yaridan fazla
Meyve Eti Kabuk siyah-mor, et beyaz 4
Meyve Eti Kabuk  siyah-mor, et 5
morlugu yaridan az
Meyve Eti Kabuk  siyah-mor, et 6
morlugu yaridan fazla
Meyve Eti Kabuk  siyah-mor, et 7
cekirdege kadar siyah-mor
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87

Cizelge 3.5. 39 Ceside Ait Cigeklenme, Yesil ve Siyah Olum Tarihleri

Cesitler 2017 Ciceklenme Yesil Olum Siyah Olum 2018 Yesil Olum Siyah Olum

Tarihleri D6énemi (129. Doénemi (190. Ciceklenme Doénemi (129. Doénemi (190.
Giin) Giin) Tarihleri Giin) Giin)

Ayvalik Yaglk 21 Mayis 2017 27 Eylul 2017 27 Kasim 2017 19 Mayis 2018 25 Eylul 2018 25 Kasim 2018
Domat 19 May 2017 25 Eylll 2017 25 Kasim 2017 18 Mayis 2018 24 Eylll 2018 24 Kasim 2018
Memecik 19 Mayis 2017 25 Eylul 2017 25 Kasim 2017 19 Mayis 2018 25 Eylul 2018 25 Kasim 2018
Uslu 13 Mayis 2017 19 Eylul 2017 19 Kasim 2017 12 Mayis 2018 14 Eylal 2018 18 Kasim 2018
Memeli 21 Mayis 2017 27 Eylul 2017 27 Kasim 2017 20 Mayis 2018 26 Eylul 2018 26 Kasim 2018
Cilli 19 Mayis 2017 25 Eylll 2017 25 Kasim 2017 18 Mayis 2018 24 Eylul 2018 24 Kasim 2018
Cekiste 19 Mayis 2017 25 Eylul 2017 25 Kasim 2017 18 Mayis 2018 24 Eylul 2018 24 Kasim 2018
Celebi 20 Mayis 2017 26 Eylil 2017 26 Kasim 2017 | 20 Mayis 2018 26 Eylul 2018 26 Kasim 2018
izmir Sofralik 20 Mayis 2017 26 Eylul 2017 26 Kasim 2017 20 Mayis 2018 26 Eylul 2018 26 Kasim 2018
Kiraz 19 Mayis 2017 25 Eylll 2017 25 Kasim 2017 18 Mayis 2018 24 Eylul 2018 24 Kasim 2018
Cakir 20 Mayis 2017 26 Eylil 2017 26 Kasim 2017 19 Mayis 2018 25 Eylul 2018 25 Kasim 2018
Erkence 19 Mayis 2017 25 Eylul 2017 25 Kasim 2017 18 Mayis 2018 24 Eylul 2018 24 Kasim 2018
Gemlik 19 Mayis 2017 25 Eylil 2017 25 Kasim 2017 17 Mayis 2018 23 Eylil 2018 23 Kasim 2018
Edincik su 19 Mayis 2017 25 Eylll 2017 25 Kasim 2017 18 Mayis 2018 24 Eylul 2018 24 Kasim 2018
Sari Ulak 15 Mayis 2017 21 Eylul 2017 21 Kasim 2017 13 Mayis 2018 19 Eylal 2018 19 Kasim 2018
Kan Gelebi 19 Mayis 2017 25 Eylul 2017 25 Kasim 2017 18 Mayis 2018 24 Eylil 2018 24 Kasim 2018
Nizip Yaghk 19 Mayis 2017 25 Eylul 2017 25 Kasim 2017 18 Mayis 2018 24 Eylul 2018 24 Kasim 2018
Kilis Yaghk 15 Mayis 2017 21 Eylll 2017 21 Kasim 2017 14 Mayis 2018 20 Eylul 2018 29 Kasim 2018
Saurani 19 Mayis 2017 25 Eylul 2017 25 Kasim 2017 17 Mayis 2018 23 Eylul 2018 23 Kasim 2018
Samsun Tuzlamalik | 15 Mayis 2017 21 Eylul 2017 21 Kasim 2017 15 Mayis 2018 21 Eylil 2018 21 Kasim 2018
Mavi 15 Mayis 2017 21 Eylul 2017 21 Kasim 2017 15 Mayis 2018 21 Eylul 2018 21 Kasim 2018
Gorvele 19 Mayis 2017 25 Eylll 2017 25 Kasim 2017 18 Mayis 2018 24 Eylal 2018 24 Kasim 2018
Marantelli 19 Mayis 2017 | 25Eylil 2017 | 29Kasm 2017 | 48 Mavis 2018 | 24 Eyliil 2018 | 24 Kasim 2018
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6%

Cizelge 3.5. Devami

Yesil Olum Siyah Olum 2018 Yesil Olum Siyah Olum
2017 Ciceklenme | Doénemi (120. | Donemi (190. Ciceklenme Doénemi (120. | D6nemi (190.
Cesitler Tarihleri Giin) Giin) Tarihleri Giin) Giin)

Patos 19 Mayis 2017 25 Eylul 2017 | 25 Kasim 2017 | 18 Mayis 2018 | 24 Eylul 2018 | 24 Kasim 2018
Butko 19 Mayis 2017 25 Eylil 2017 | 25 Kasim 2017 | 18 Mayis 2018 | 24 Eylul 2018 | 24 Kasim 2018
Otur 19 Mayis 2017 25 Eylil 2017 | 25 Kasim 2017 | 18 Mayis 2018 | 24 Eylil 2018 | 24 Kasim 2018
Sagakl Otur 19 Mayis 2017 25 Eylul 2017 | 25 Kasim 2017 | 17 Mayis 2018 | 23 Eylal 2018 | 23 Kasim 2018
Sinop No 5 15 Mayis 2017 21 Eylul 2017 | 21 Kasim 2017 | 15 Mayis 2018 | 21 Eyldl 2018 | 21 Kasim 2018
Sati 15 Mayis 2017 21 Eylal 2017 | 21 Kasim 2017 | 15 Mayis 2018 | 21 Eylil 2018 | 21 Kasim 2018
Sinop No 4 16 Mayis 2017 22 Eylil 2017 | 22 Kasim 2017 | 16 Mayis 2018 | 22 Eylil 2018 | 26 Kasim 2018
Sinop No 6 20 Mayis 2017 26 Eyliil 2017 | 26 Kasim 2017 | 19 Mayis 2018 | 25 Eyliil 2018 | 25 Kasim 2018
Sinop No 1 20 Mayis 2017 26 Eylul 2017 | 26 Kasim 2017 | 19 Mayis 2018 | 25 Eyldl 2018 | 25 Kasim 2018
Tekirdag Gizmelik 15 Mayis 2017 21 Eylil 2017 | 21 Kasim 2017 | 14 Mayis 2018 | 20 Eylil 2018 | 20 Kasim 2018
Esek Zeytini (Odemis) 19 Mayis 2017 25 Eylil 2017 | 25 Kasim 2017 | 17 Mayis 2018 | 23 Eylil 2018 | 23 Kasim 2018
Yiin Celebi 19 Mayis 2017 25 Eylul 2017 | 25 Kasim 2017 | 19 Mayis 2018 | 25 Eylal 2018 | 25 Kasim 2018
Girit Zeytini 19 Mayis 2017 25 Eylul 2017 | 25 Kasim 2017 | 18 Mayis 2018 | 24 Eyldl 2018 | 24 Kasim 2018
Kara Yaprak 19 Mayis 2017 25 Eylil 2017 | 25 Kasim 2017 | 18 Mayis 2018 | 24 Eylul 2018 | 24 Kasim 2018
Trabzon Yaghk 19 Mayis 2017 25 Eylil 2017 | 25 Kasim 2017 | 18 Mayis 2018 | 24 Eylil 2018 | 24 Kasim 2018
Samsun Yaghk 20 Mayis 2017 26 Eylul 2017 | 26 Kasim 2017 | 18 Mayis 2018 | 24 Eylul 2018 | 24 Kasim 2018
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3. MATERYAL VE METOT Filiz BAYSAL

3.2. Metot

3.2.1. Gen Ekspresyonu Analizleri

3.2.1.1.

Total RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu Avison (2007)nin olusturdugu ve iizerinde

modifikasyonlar yaptigimiz asagidaki protokole gore yapilmistir:

3.2.1.2.

miktari

Zeytin meyvelerinin perikarp dokularindan alinan 100 mg 6rnekler roller
press altinda 1 ml trizol (TRI®Reagent T9424 SIGMA) ile iyice ezilmis ve
1.5 mI’lik eppendorf mikro santrifiij tiiplerinde toplanmis ve homojen bir
soliisyon olmasi i¢in vortekslenmistir.

Eppendorf mikro santrifiij tiiplerine alinan tiim 6rnekler oda 1sisinda 15
dakika bekletilmis ve ara ara vortekslenmistir.

Tiiplerdeki ~ Orneklere  trizolin 1 ml’si  basma 0,2 ml
chloroform:isoamylalcohol (24:1) eklenmis ve 15 saniye vortekslenmistir.
Ornekler 13 000 rpm’de 10 dakika +4 °C’de santrifiijlenmistir.

Tiim 6rneklere ait tiiplerde iistte olusan sivi faz bagka bir tiipe alinmistir.
RNA’nin ¢oktiiriilmesi i¢in tiiplerdeki sivi fazin iizerine 1 ml trizol basina
0,5 ml isopropanol eklenmis ve oda 1sisinda 10 dakika bekletilmistir.
Ornekler 13 000 rpm’de 10 dakika + 4 °C’de santrifiijlenmistir.

Tiiplerde istte biriken siipernatant atilmig ve altta kalan pelet 1 ml %80°1ik
EtOH ile yikanmig ve vortekslenmisgtir.

Ornekler 13 000 rpm’de 10 dakika +4 °C’de santrifiijlenmistir.

Siipernatant atildiktan sonra pelet 5-10 dakika oda isisinda kurutulmus ve

ardindan 20-50 pl distile su i¢inde ¢ozdiriilmiistiir.

RNA’larin Kalite Kontrolii

RNA izolasyon siireci tamamlandiktan sonra numunelerin kalitesi ve

Alata Bahge Kiiltiirleri Arastirma Enstitiisii Biyoteknoloji laboratuvarinda
50



3. MATERYAL VE METOT Filiz BAYSAL

NanoDrop LITE Spektrofotometre (Thermo Scientific) ile belirlenmistir (Sekil
3.2.). Iki y1la ait meyve perikarplarindan izole edilen RNA’larin miktarlar1 ve saflik
dereceleri Cizelge 3.6.’da verilmigtir. Total RNA ekstraksiyonu biitiin ¢esitlerde

basariyla elde edilmistir.

=

Sekil 3.2. RNA izolasyonu asamalari
a: Perikarplarin ‘roller pres’ ile ezilmesi; b: Orneklerin vortekslenmesi; c: Orneklere
isoproponal eklenmesi;d: RNA’larin {ist fazda toplanmasi;e: RNA tiiplerinin kurutulmasi;f;
RNA o6rneklerinin Nanodrop’da kalite ve miktar kontrollerinin yapilmasi
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3. MATERYAL VE METOT Filiz BAYSAL

Cizelge 3.6. 2017 ve 2018 yillarina ait yesil ve siyah olum ddnemindeki
meyvelerin perikaplarindan izole edilen RNA miktarlar1 ve saflik

dereceleri
Cesitler ng/pl | Agelag0 ng/pl Aseo/280 ng/pl Aa60/280 ng/ul | Azgonso
Ayvalik 53,5 1,8 479,6 1,93 246,3 1,71 426,45 1,98
Butko 111,5 1,74 1064,6 1,75 133,5 1,7 998,36 1,76
Cakir 92 1,87 388,8 1,77 431,1 1,73 488,56 1,81
Cekiste 48,4 1,82 435,6 1,76 488,3 1,76 524,95 1,86
Celebi
. 61,3 1,77 235,6 1,84 314,9 1,75 335,76 1,81
(Iznik)
Cilli 173,6 1,73 388,7 1,85 133,1 1,77 476,2 1,8
Domat 94 1,76 629,4 1,85 89,6 1,82 458,67 1,77
Edincik su 65,3 1,8 727,8 1,9 101,4 1,82 645 1,76

Erkence 114,5 1,78 894,1 2,06 268,4 1,77 768,25 1,9

Esek Zeytini

. 215,9 2,05 685,4 1,91 66,4 1,74 777,56 1,9

(Odemis)
Gemlik 31,8 1,76 701,29 1,73 100,9 1,8 886,35 1,8
Girit Zeytini | 50,7 1,84 1232,5 2,35 559 1,81 873,9 1,79
Gorvele 113,9 1,8 400,5 1,7 112 1,76 386,26 1,8

izmir

574,4 1,81 470,26 1,83 1501,7 2,05 567,37 1,8

Sofralik

Kan Celebi | 105,3 1,87 465,7 1,76 424,6 1,73 156,79 1,7

Kara
150,9 1,78 238,9 1,85 680,9 1,86 332,56 1,9
Yaprak

Kilis Yaghk | 30,2 1,73 475,2 1,75 110,3 1,74 478,26 1,77

Kiraz 66,9 1,78 718,3 1,73 116,4 1,87 567,43 1,77
Marantelli | 127,2 1,81 204,8 1,78 128 1,75 378,19 1,86
Mavi 296,7 1,81 1348,9 2,16 525 1,88 997,76 2,14
Memecik 86,5 1,84 1460,4 2,43 116 1,75 889,26 1,88
Memeli 139,2 1,82 873,7 2,03 809,7 1,9 675,33 1,75

Nizip Yaghk | 83,8 1,78 669,9 1,86 453,1 1,87 765,67 1,77

Otur 47,7 1,77 470,6 1,75 90,3 1,76 546,88 1,89
Patos 77,1 1,84 368.,8 1,7 164,9 1,74 357,41 1,86

52




3. MATERYAL VE METOT Filiz BAYSAL

Cizelge 3.6. Devami

Cesitler ng/ul [ Agglage | ng/ml | Aseo/2s0 ng/ul | Axoso ng/pl | Aseorso
Sacakh Otur | 87,5 1,81 456,9 1,74 86,6 1,77 423,36 1,86
Samsun
60,1 1,74 828,1 1,89 812,6 1,86 912 1,7
Tuzlamahk
Samsun
107 1,84 410,3 1,83 99,5 1,78 526,19 1,83
Yaghk
Sar1 Ulak 38,1 1,77 200,3 1,87 460,4 1,75 367,76 1,78
Sat1 78,6 1,83 314,7 1,81 691,5 1,82 457,45 1,9
Saurani 39 1,83 949,1 2,1 375,6 1,85 768,24 1,9
Sinop No 1 114,2 1,78 520,7 1,76 180,3 1,77 478,19 1,83
Sinop No 4 61,2 1,86 94,1 1,79 158,9 1,74 126,67 1,76
Sinop No § 119,1 1,74 505,1 1,91 626,2 1,87 770,23 1,9
Sinop No 6 60 1,73 521,1 1,85 567,1 1,71 513,9 1,8
Tekirdag
35,5 1,78 87,7 1,85 701,3 1,74 126,98 1,78
Cizmelik
Trabzon
60,5 1,89 89.4 1,77 92,7 1,78 215,13 1,89
Yaghk
Uslu 2698 | 1.7 4719 17 646 18 | 36729 | 1,76
Yiin Celebi 368,4 1,73 199,2 1,8 1239.,6 191 267,48 1,83

3.2.1.3. cDNA (Komplementer DNA) Sentezi

Izole edilen RNA orneklerinden cDNA sentezi yapilmistir. cDNA
sentezinin ilk dizisi High Reverse Transcriptase cDNA synthesis kit 200 rxn
kullanilarak uygulanmigtir. ¢cDNA’y1 elde etmek icgin deney iki asamaya
boliinmiistiir. Tk asamada 5Sul RNA, 0,5 pl oligo-dT ve 1ul ddH,O toplam hacim
6,5 pl olarak denatiirasyon i¢in 10 dakika 65°C’de tutulmustur. Ikinci asama, 5X
tampon, 0,25ul Rnase inhibitor, 1ul deoxyribonucleoside trifosfat (ANTP) ve
ddH,0O ile 20uL 0,25ul ters transkriptaz enzim ile tamamlanmistir. Bu karisim
55°C*de 30 dakika ve 85°C‘de 5 dakika tutularak amplifiye edilmistir.
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3.2.1.4. Real-Time (Gercek Zamanli) PCR reaksiyonu

Real-time PCR reaksiyonu SYBR yesil boya araciligi ile gézlemlenmistir.
Bu amplifikasyon sirasinda gift zincirli DNA’ya baglanan SYBR Green I miktar
florimetrik deteksiyon filtresiyle Olgiilmektedir (Sekil 3.4.). Bu Ol¢limlerde
floresans, DNA {iriinii ile orantili olarak degigmektedir. Rotor-gene 6000 cihazi,
erime egrisi analizi yapabilme 6zelligi ile primer dimer olusumu ve 6zgiil olmayan

amplifikasyon {tirtinleri gibi hatalar1 gézlemlemeye de olanak saglamaktadir.

2X SYBR Green karigimi 10 pl
Forward primer 0,5 ul
Revers primer 0,5 pl
cDNA Sul
Distile su 4 ul
Toplam 20 ul

Real Time PCR reaksiyonunun gergeklestigi program;
- 1 dongii Taq enzim aktivasyonu igin 95 °C’ de 3 dakika,
- 40 dongiiliik denatiirasyon i¢in 95 °C’ de 10 saniye,

- annealing- extension ise 58° C’ de 30 saniye seklinde olmustur.

Sekil 3.3. Denemede kullanilan RT-PCR ve ¢cDNA Sentez Kiti
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Amplification Curves

— AL 1852 — Az 1852 — Az 1852 — A4 RTGENZ — A% RTGEN2 AB: RTGEN 2
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Sekil 3.4. Yesil ve siyah olum donemleri standart diliisyonlar i¢in ger¢ek zamanli
amplifikasyon egrileri
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3.2.2. Kimyasal Analizler
3.2.2.1. a-Tokoferol Analizi

a-tokoferol analizi “’Yiiksek Basing Sivi Kromatografisi’® kullanilarak
(Abidi, 2000; Ruperez ve ark., 2001) gergeklestirilmigtir. 2017 ve 2018 yillarina
ait OeCHL P gen ekspresyon seviyesi en yliksek beser gesitte;

1. 5 mg kuru Ornek almarak havan igerisinde her dioxane’dan (n- hexane
(1:1)) 35 ml konularak 4 sefer ekstrakte edilmistir.

2. Ornekler evapore ve santrifiij edilerek temizlenmistir. Kalan tortu 10 ml
dioxane’ da (n- hexane (3:97, v:v)) ¢Ozdiiriilmiis,

3. Bu ¢ozelti, dioxane (n-hexane (3:97, v:v) ile akis oran1 1,5 ml/min’ da C18
Nucleosil 50 ile doldurulmus bir kolon (4.6x250 mm) kullanilarak
HLPC’de analiz edilmistir.

a-tokoferol konsantrasyonu, ticari standartdan elde edilen bir standart
egrisi kullanilarak belirlenmistir. o-tokoferol analizi i¢in 7 farkli standart
(5,10,20,40,60,80,100) araligr hazirlanmistir. Standart egrisine ait R degeri 0,999
bulunmustur. a-tokoferol icerigi, florasan detektor kullanilarak 295 nm, ve 325

nm,,’de tahmin edilmistir.
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Sekil 3.5. a-tokoferol analizi igin 6rneklerin hazirlanmass
a.Meyve orneklerinin belirlenmesi
b.Perikarplarin ¢ekirdekten ayrilmasi

Sekil 3.6. a-tokoferol analizi
a.Perikarplarin kurutulmasi
b.Perikarplarin n-hekzan ile muamelesi

c.a-tokoferoliin HPLC cihazina tanitilmasi
d.Pick goriintiisiiniin alinmast
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1250

TAN AL TE D445 548

Sekil 3.7. Zeytin 6rneklerine ait a-tokoferol kromatogramlari

Zeytin Orneklerinin a-tokoferol dagilimi Shimadzu marka HPLC’de

gercgeklestirilmistir. HPLC sisteminin 6zellikleri asagida verilmistir:

Sistem kontrolér: CPD-20A

Gradient pompa: LC-20AD

Dedektor: Diode Array Detector SPD-M20A

Kolon firmi: CTO-20A

Degazor: DGU-20A5

Zeytin Orneklerinin fenolik dagiliminin tespitinde kullanilan ¢alisma kosullar1 su
sekildedir:

Kolon: Inertsil (250x4.6 mm, ODS-3, Sum partikiil biiytikliigii, Tokyo, Japonya)
Kolon sicakligi: 30°C

Akis hizi: 1,00 mL/dk

Dalga boyu: 290- 315 nm

Mobil faz: Methanol, acetonitril (1:1) (A, %50), Metanol (B, %50)
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3.2.2.2. Fenolik Bilesik Analizi

Vinha ve ark., (2005), tarafindan gelistirilen yonteme gore yapilmistir.
2017 yila ve 2018 yillarma ait OeCHL P gen ekspresyon seviyesi en yliksek bes
gesitte;

Zeytinden fenolik maddelerin ekstraksiyonunda ¢ekirdegi uzaklastirilan ve
kahve degirmeninde ezilen zeytinden 1,5 g tartilmis, {izerine 20 mL metanol/su
(80:20, v/v) karisimi ilave edilmistir. Homojenizatérde 3 dakika homojenize
edildikten sonra, azot altinda manyetik karistirictda 3 dakika bekletilmistir.
Ardindan ekstrakt Whatman 40 filtre kagidindan siiziilmiis ve siiziintiiye 20 mL
hekzan eklenmistir. Azot altinda manyetik karistiricida 3 dakika bekletilen
karisimdan ayirma hunisi kullanilarak metanol:su fazi ayrilmistir. Metanol:su
fazinin hacmi volumetrik olarak belirlenmistir. Bu ekstrakt fenolik madde
miktarmin ve bilesiminin belirlemesinde kullanilmistir. Zeytin 6rneklerinin fenolik
dagilimi Shimadzu marka HPLC’de gerceklestirilmisti. HPLC sisteminin

ozellikleri agagida verilmistir:

Sistem kontrolor: CBM-20A
Gradient pompa: LC-20AD
Dedektor: Diode Array Detector SPD-M20A
Kolon firmi: CTO-20A
Degazor: DGU-20A5
Zeytin orneklerinin fenolik dagiliminin tespitinde kullanilan ¢aligma kosullari su
sekildedir:
Kolon: Inertsil (250%4.6 mm, ODS-3, Sum partikiil biiyiikliigli, Tokyo, Japonya)
Kolon sicakligt: 40°C
Akis hizi: 0.9 mL/dk
Dalga boyu: 280 nm
Mobil faz: Su-formik asit (19:1) (A, % 95), Metanol (B, % 5)
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Gradient Programu:

B (%)

Baslangig 5

3 dakika 15
13 dakika 25
25 dakika 30
35 dakika 35
39 dakika 40
42 dakika 45
45 dakika 45
50 dakika 47
60 dakika 48
64 dakika 50

Fenolik madde miktarlar1 belirlenirken pik alanlar standart pik alanlarina
oranlanip seyreltme faktoriiyle carpilarak hesaplama yapilmis ve sonuglar mg/g
(kuru madde) olarak ifade edilmistir. Standart madde olarak hydroxytyrosol,

tyrosol ve oleuropein (Extrasynthese, France) kullanilmstir.
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Sekil 3.8. Zeytin drneklerine ait fenolik bilesik kromatogramlari
1) Hydroxytyrosol,

2) Tyrosol,

3) Oleuropein

3.2. 3. Verilerin Istatistiksel Analizi

Deneme, tesadiif parselleri deneme desenine gore tiim analizlerde iig
tekerriirlii olarak yapilmistir. Gen ekspresyonu ve kimyasal analizler sonucu elde
edilen verilerin istatistiksel analizleri JMP 5.0.1. paket programinda yapilmistir.
Ortalamalar %5 oOnem seviyesinde LSD testi kullanilarak karsilastirilmistir.
Cizelgelerde ayni harf ile gosterilen ortalamalar istatistiksel olarak ayni grup

igerisinde yer almustir.
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4. BULGULAR

Calismada kullanilan 39 zeytin ¢esidi izmir Bornova Zeytincilik Arastirma
Enstitiisii “Zeytin Genetik Kaynaklari Koruma Parseli’nden” temin edilmistir.
Yapilan diizenli seyahatlerde ¢esitlerin farkli donemlerde ¢igek agtigi
belirlenmistir. Bundan dolay1 6rnek alma islemi kademeli yapilmistir. Toplanan
meyve Orneklerinde bozulma meydana gelmemesi igin sivi azot tankina
yerlestirilmis ve Alata Bahge Kiiltiirleri Arastirma Enstitiisii Biyoteknoloji

Laboratuvarina taginmustir.

4.1. Real-time PCR Sonuclan

2017 ve 2018 yillarinda alinan 6rneklerin meyve perikarp dokularinda total
RNA izolasyonu yapilmistir. OeCHL P geninin transkript ifade diizeyinde degisimi
kantitatif Real time PCR teknigi ile analiz edilmistir.

4.1.1. 2017 ve 2018 Yillar1 Gen Ekspresyon Calismalarina Ait Bulgular

OeCHL P geninin RNA ifade diizeyleri, ayn1 yetistirme alanlarindan alinan
39 zeytin c¢esidinde iki farkli olum doneminde Real-time PCR cihazi ile
belirlenmistir. OeCHL P ve aktin (18S endojen gen) gen ekspresyon diizeylerinin
stabilite ve sonuglarimi degerlendirmek ig¢in tiim deneyler numunelerin
karsilagtirmali analizine gore ii¢ kez yapilmistir. Biitiin g¢esitlerden elde edilen
verilerin istatistiksel olarak degerlendirilmesi Livak ve Schmittgen (2001)’in 27"
metoduna gore yapilmistir. 2017 yilinda kalibrator c¢esit olarak yesil olum
déneminde Sinop No 5 (1,00) ve siyah olum déneminde Girit zeytini (1,17)
secilmigtir. Cizelge 4.1.’de veriler incelendiginde siyah olum (0,16) donemi
cesitleri, yesil olum (0,14) donemi ¢esitlerine gore daha yiiksek ortalamaya sahip
olmustur. Cesitler ortalamasina bakildigi zaman en yiiksek ekspresyon
ortalamasina Uslu (1,507) sahip olurken, en diisiik Sinop No 6 (0,008), Saurani
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(0,008), Cakir (0,007), Cekiste (0,006), Celebi (0,005), Yiin Celebi (0,005),
Ayvalik (0,005), Trabzon Yaglik (0,005), Kan Celebi (0,004), Sar1 Ulak (0,003) ve
Sinop No 4 (0,001) ¢esitleri sahip olmustur.

Olum donemi ve gesitler arasi interaksiyon incelendigi zaman ise yesil
olum doneminde Uslu en yiiksek deger ile goze g¢arparken, en diisik degerleri
Sinop No 6 (0,011), Edincik su (0,01), Girit Zeytini (0,01), Cekiste (0,01), Sagakl
Otur (0,01), Gemlik (0,01), Tekirdag Cizmelik (0,01), Samsun Tuzlamalik (0,01),
Cakir (0,01), Samsun Yaglik (0,001), Nizip Yaglik (0,001), Sinop No 1 (0,00), Y{iin
Celebi (0,000), Celebi (0,00), Ayvalik (0,00), Kilis Yaglik (0,00), Saurani (0,00),
Sar1 Ulak (0,00), Trabzon Yaglik (0,00), Kan Celebi (0,00), Kara Yaprak (0,00),
Marantelli (0,00), Sinop No 4 (0,00), Butko (0,00), Otur (0,00), Gérvele (0,00) ve
Sat1 (0,00) cesitleri vermistir. Siyah Olum doneminde en yiiksek interaksiyon
ortalamasini Girit Zeytini (1,17), en diisiik ortalamay1 ise Esek Zeytini (Odemis)
(0,011), Samsun Yaghk (0,011), Gorvele (0,01), Ayvalik (0,009), Memecik
(0,009), Celebi (0,009), Trabzon Yaglik (0,009), Yiin Celebi (0,009), Uslu (0,008),
Samsun Tuzlamalik (0,008), Domat (0,008), Mavi (0,008), Erkence (0,008), Kan
Celebi (0,008), Sinop No 6 (0,005), Cakir (0,004), Sar1 Ulak (0,004), Sinop No 4
(0,001), Cekiste (0,001), Sinop No 5 (0,00) ve Memeli (0,00) ¢esitleri gdstermistir.
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Cizelge 4.1. 2017 Yili iki Olum Déneminde Alinan Orneklerde Gen Ekspresyon

Bulgulari
No Cesitler Olum donemi | Olum Donemi| Ortalama
Yesil Siyah
1 Ayvalk 0,00 N 0,00 N 0,005 M
2 Butko 0,00 N 0,01 IJ 10,050 1
3 Cakir 0,01 N 0,00 N (0,007| M
4 Cekiste 0,01 N 0,00 N [0,006) M
5 Celebi 0,00 N 0,01 N [0,006) M
6 Cilli 0,02 |LMN| 1,04 CDh (0,533 C
7 Domat 0,01 N 0,01 N (0,010 LM
8 Edincik su 0,01 0,09 JK 10,049 1K
9 Erkence 0,91 E 0,01 N 0,459 E
10 Es‘ik Zeytini 0,03 |LMN| 0,01 N (0,019 LM
(Odemis)
11 Gemlik 0,01 N 0,02 | LMN |0,017| LM
12 Girit Zeytini 0,01 N 1,17 B [0590| B
13 Gorvele 0,00 N 0,01 N [0,005| M
14 Izmir Sofrahk 0,03 |LMN| 1,07 C 10,548 C
15 Kan Celebi 0,00 N 0,01 N (0,005| M
16 Kara Yaprak 0,00 N 0,24 H (0,119 H
17 Kilis Yaghk 0,00 N 0,74 JK 0,038| JKL
18 Kiraz 0,00 N 0,05 | KLM |0,029 | JKLM
19 Marantelli 0,00 N 0,10 J 10,050 1
20 Mavi 0,03 |LMN| 0,01 N (0,019 LM
21 Memecik 0,10 J 0,01 N (0,053 1J
22 Memeli 0,14 I 0,00 N 10,007 I
23 Nizip Yaghk 0,94 E 0,01 N (0472 E
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Cizelge 4.1. Devami

No Cesitler Olum dénemi | Olum Dénemi| Ortalama
Yesil Siyah
24 Otur 0,00 N 0,57 F ]0285| F
25 Patos 0,06 | JKL | 0,08 JK 10,070 I
26 Sacakh Otur 0,01 N 0,42 G |0215| G
27 Samsun Tuzlamahk 0,01 N 0,01 N (0,009 LM
28 Samsun Yaghk 0,01 N 0,01 N (0,010 LM
29 Sar1 Ulak 0,00 N 0,00 N (0,003| M
30 Sati 0,00 N 0,10 J (0,050 1J
31 Saurani 0,00 N 0,14 | MN |0,008| M
32 Sinop No 1 0,00 N 0,02 | LMN {0,012 LM
33 Sinop No 4 0,00 N 0,00 N (0,001 M
34 Sinop No 5 1,00 D 0,00 N (0502 D
35 Sinop No 6 0,01 N 0,01 N (0,008] M
36 Tekirdag Cizmelik 0,01 N 0,03 | LMN (0,021 | KLM
37 Trabzon Yaghk 0,00 N 0,01 N (0,005| M
38 Uslu 3,01 A 0,01 N |1L,507] A
39 Yiin Celebi 0,00 N 0,01 N (0,005 M
Ortalama 0,14 B 0,16 A

LSD(;esil* o 0,03, LSDolum dﬁnemi***:oso 1 5 LSDcesitxolum dénemi* ok 03043 cv: 1 > 17
(1): Ortalamalar arasindaki farklar ayr1 harflerle gosterilmistir.

(2): OD: Onemli Degil, ***:p<0.001; **:p<0.01; * :p<0.05

Gen ekspresyon degerleri belirlenen ¢esitlerde olum dénemi, ¢esit ve olum

donemi x gesit interaksiyonu ortalamalar1 arasindaki farkliliklart gérebilmek igin

JMP 5.0.1. paket programinda Student’s t-test yapilmistir. Deneme tesadiif

parselleri deneme desenine gore ii¢ tekerriirlii olarak yiiriitiilmiistiir. Elde edilen
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veriler sonucunda ¢esitler, olum donemleri ve cesitler x olum ddnemleri

interaksiyonu arasindaki farklar ¢cok dnemli bulunmustur (Cizelge 4.2.).

Cizelge 4.2. 2017 Y1l Gen Ekspresyon Oranlarina Ait ANOVA Tablosu

Kaynaklar KT KO SD F Ratio Prob >F
Cesitler 19,06 0,50 38 805,92 <.0001
Olum Dénemi 0,025 0,025 1 39,92 <.0001
CesitlerxOlum 23,61 0,62 38 998,23 <.0001
Hata 0,097 0,0006 79 Prob > F
Toplam 42,79 233 <.0001

2017 yilinda OeCHL P gen ekspresyon diizeyi en yliksek degere sahip
cesitler Sekil 4.1. incelendiginde yesil olum déneminde Uslu (3,01), Sinop No 5
(1,00), Erkence (0,91) ve Memeli (0,14) ¢esitleri olurken, siyah olum déneminde
ise Girit Zeytini (1,17), Izmir Sofralik (1,07), Cilli (1,04), Nizip Yaglik (0,94) ve

Otur (0,57) gesitleri olmustur. Diger gesitlerde 6nemli bir artis gozlenmemistir.
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Sekil 4.1. 39 Ceside Ait 2017 yili OeCHL P Gen Ekspresyon Diizeyleri
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Denemenin 2018 yilina ait meyve 6rnekleri, bir dnceki yila gére havalarin
erken 1sinmasindan dolay1 ¢igeklenme birkag giin 6ne kaydigindan beklenenden
once toplanmistir. Bir 6nceki yilin protokoliine uygun olarak RNA izolasyonu
tamamlanan orneklerden cDNA elde edilmis ve OeCHL P geninin gesitlere gore
ekspresyon diizeyleri real-time PCR cihazi ile analiz edilmigtir. OeCHL P ve aktin
(18S endojen gen) geninin ekspresyon diizeylerinin stabilite ve sonuglarini
degerlendirmek icin tiim deneyler numunelerin karsilagtirmali analizine gore ii¢
kez yapilmistir. Biitlin c¢esitlerden elde edilen verilerin istatistiksel olarak

degerlendirilmesi Livak ve Schmittgen (2001)’in 244"

metoduna gore yapilmistir.
Kalibrator gesit olarak yesil olum déneminde Uslu (2,96) ve siyah olum déneminde
Esek Zeytini (Odemis (2,95)) secilmistir.

Gen ekspresyon degerleri belirlenen ¢esitlerde olum donemi, ¢esit ve olum
donemi x gesit interaksiyonu ortalamalar1 arasindaki farkliliklar1 gorebilmek i¢in
JMP 5.0.1. paket programinda Student’s t-test yapilmistir. Cizelge 4.3.’de veriler
incelendiginde siyah olum (0,84) donemi, yesil olum (0,52) donemi
ortalamasindan daha yiiksek bir deger almistir. Cesit ortalamalarinda ise Esek
Zeytini (Odemis ) (2,28) en yiiksek degeri alirken, Trabzon Yaglik (0,06), Cakir
(0,06), Sar1 Ulak (0,05) ve Memecik (0,04) en diisiik degerleri almislardir.

Cesit x olum donemi interaksiyonunda en yiiksek degeri yesil olum
doneminde Uslu (2,96), en diisiik degeri Kiraz (0,01) almistir. Siyah olum
doneminde ise Esek Zeytini (Odemis) (2,95) yesil olum déneminden Uslu ile ayn
gruba girerek en yliksek degeri alirken, en diisiikk degeri Trabzon Yaglik (0,003)

¢esidi sahip olmustur.
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Cizelge 4.3. 2018 Yili iki Olum Déneminde Alinan Orneklerde Gen Ekspresyon

Sonuglari
Cesitler Olum dénemi | Olum Dénemi Ortalama

No Yesil Siyah

1 Ayvalik 0,05 bed 0,86 Q | 0455 | TU
2 Butko 0,10 nm 1,77 G | 0938 J
3 Cakar 0,06 | ‘abcd 0,05 bed | 0,056 | Z{
4 Cekiste 0,84 Q 0,05 abcd | 0,448 | UV
5 Celebi 0,05 bed 0,09 " 10,071 | YZ

6 Cilli 0,05 | abcd 2,75 B 1,401 | D

7 Domat 0,98 N 0,03 defg | 0,508 | RS
8 Edincik su 0,91 P 1,75 GH | 1,329 E
9 Erkence 0,92 OoP 0,09 1" 10,501 S
10 Ese"k & 1,60 J 2,95 A |2277 A

(Odemis)

11 Gemlik 0,55 U 0,98 N [0,763 | O
12 Girit Zeytini 0,04 cde 1,76 GH | 0,900 L
13 Gorvele 0,01 fgh 0,12 [/ ]0,066| YZ
14 Izmir Sofrahik 0,05 | abed | 1,98 E | 1017 ] I
15 Kan Celebi 0,05 bed 0,98 N 0,517 | QRS
16 Kara Yaprak 0,76 R 1,10 L 0,909 | KL
17 Kilis Yaghk 0,05 bed 1,01 M | 0,531 Q
18 Kiraz 0,01 gh 0,94 O |0472 I
19 Marantelli 0,10 " 0,29 X 10,19 | X
20 Mavi 1,95 F 0,09 ™ ] 1,020 I
21 Memecik 0,08 a 0,01 gh | 0,043 {
22 Memeli 1,25 K 0,40 W |0,828 | N
23 Nizip Yaghk 0,07 _’ab 2,05 D 1,062 | H
24 Otur 0,14 Z[ 2,04 D 1,094 | G
25 Patos 0,17 Y 1,02 M |0597| P
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Cizelge 4.3. Devami

Cesitler Olum dénemi | Olum Donemi Ortalama
No Yesil Siyah
26 Sacaklh Otur 0,65 S 1,75 H | 1,198 | F
27 Samsun Tuzlamahk 1,70 I 0,04 def | 0,868 | M
28 Samsun Yaghk 0,15 yz 0,02 efgh | 0,084 | Y
29 Sar Ulak 0,05 bed 0,06 abed | 0,054 | Z{
30 Sati 0,08 n 1,76 GH | 0,922 | JK
31 Saurani 0,05 abed 0,07 _’ab | 0,063 Z
32 Sinop No 1 0,07 _’ab 0,47 A% 0,269 | W
33 Sinop No 4 0,16 YZ 1,07 L 0,612 P
34 Sinop No 5 2,52 C 0,59 T 1,555 B
35 Sinop No 6 0,78 R 0,09 10436 | V
36 Tekirdag Cizmelik 0,06 ‘abc 0,85 Q | 0457 | TU
37 Trabzon Yaghk 0,11 /] 0,00 H | 0,057 | Z{
38 Uslu 2,96 A 0,01 fgh | 1,486 | C
39 Yiin Celebi 0,04 cde 1,00 M 0,520 | QR

Ortalama 0,52 B 0,84 A

LSDQesit***ZO,Olg; LSDolum dénemi***:0,004; LSDgesitxolum dénemi***: 0,03, CV. 0,23
(1): Ortalamalar arasindaki farklar ayr harflerle gosterilmistir.
(2): OD: Onemli Degil, ***:p<0.001; **:p<0.01; * :p<0.05

Deneme tesadiif parselleri deneme desenine gore ii¢ tekerriirlii
yiiriitilmistiir. Yapilan istatistiksel analiz sonucunda ¢esitler, olum dénemleri ve
cesitler x olum donemleri interaksiyonu arasindaki farklar ¢ok énemli bulunmustur

(Cizelge 4.4.).
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izelge 4.4. 2018 Yili Gen Ekspresyon Oranlarina Ait ANOVA Tablosu

Kaynaklar KT KO SD F Ratio Prob>F
Cesitler 59,27 2252,26 38 6008,492 <.0001
Olum Dénemi 6,14 6,14 1 23645,62 <.0001
CesitlerxOlum 83,55 3174,9 38 8470,471 <.0001
Hata 0,041 3,24 79 Prob>F
Toplam 148,99 233 <.0001
Cesitlere ait OeCHL P gen ekspresyon ortalamalar1 Sekil 4.2.

incelendiginde, en yiiksek degere sahip cesitler yesil olum déneminde Uslu (2,96),
siyah olum déneminde ise Esek Zeytini (Odemis) (2,96) olarak saptanirken, 2017
yilina gore 2018 yilinda diger biitlin ¢esitlerde kayda deger bir artig gozlenmistir.

EYesil Olum

B Siyah Olum

—

9 L
Saty f

| ==

No4 I
No6

SinopNo 1
melik

Mavi

Tuzlamalik
Ayvalik Yaghk
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emis)
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Celebi

Sinop No S

Sinop
Snop

Yiin Celebi
E:

Sacaklh Otur
Kan Celebi

TrabzonYaghk

Tekirdag Ciz.
Esek Zeytini (Od

Sekil 4.2. 39 Ceside Ait 2018 y1l1 OeCHL P Gen Ekspresyon Diizeyleri

4.1.2. 2017 ve 2018 yillar1 OeCHL P Gen Ekspresyonu En yiiksek Cesitlerde a-
Tokoferol Miktarlarina Ait Bulgular
Zeytin meyvesinin lipit fraksiyonunda tokoferoller, polar fraksiyonunda ise

fenolik bilesikler ana antioksidan maddeleri olusturmaktadir. Bunlarin yaga gegme

oranlar1 zeytin c¢esitlerine, ekolojiye, kiiltiirel islemlere, meyvenin iginde
bulundugu olgunluk seviyesine ve zeytin isleme teknolojilerine gore
degismektedir.
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2017 yili iki olum doneminde ii¢ tekerriirli olarak yapilan a-tokoferol
analizi i¢cin OeCHL P gen ekspresyon seviyesi en yiiksek bes cesit dikkate
alinmistir. A-tokoferol miktar1 toplam yagin mg/kg’1 cinsinden ifade edilmistir.
Cizelge 4.5. incelendiginde siyah olum donemi ortalamasi (275,96 mg/kg toplam
yag) yesil olum donemi ortalamasina (218,56 mg/kg toplam yag) gore daha yiiksek
cikmustir.

Cizelge 4.5. 2017 Yili OeCHL P Gen Ekspresyonu En yiiksek Cesitlerde o-
tokoferol Miktarlar1 (mg/kg (toplam yag))

Olum doénemi Olum Do6nemi Ortalama
Cesitler
Yesil Siyah

Cilli 207,11 C 238,71 E 22291 | D
Girit Zeytini 257,16 C 362,14 A 309,65 | A
Izmir Sofralik 146,55 J 349,75 B 248,15 | B
Sinop No 5 247,66 D 215,99 G 23183 | C
Uslu 234,34 F 213,23 H 223779 | D

Ortalama 218,56 B 275,96 A

LSDQesil***: 1777 5 LSDolum dénemi***:lslz; LSDcesitxolum dénemi***:zoso , CVe 09006
(1): Ortalamalar arasindaki farklar ayri harflerle gosterilmistir.
(2): OD: Onemli Degil, ***:p<0.001; **:p<0.01; * :p<0.05

Cesitlerin ortalamasinda ise sirastyla en yiiksekten en diistige Girit Zeytini
(309,65 mg/kg toplam yag), Izmir Sofralik (248,15 mg/kg toplam yag), Sinop No 5
(231,83 mg/kg toplam yag), Uslu (223,79 mg/kg toplam yag) ve Cilli (222,91
mg/kg toplam yag) cesitleri sahip olmustur. Cesit olum x olum doénemi
interaksiyonunda ise en yiiksek a-tokoferol igerigi 362,14 mg/kg (toplam yag) ile
Girit Zeytininin siyah olum doéneminde belirlenirken, en diisiik a-tokoferol igerigi
146,55 mg/kg (toplam yag) ile Izmir Sofralik ¢esidinin yesil olum déneminde
belirlenmistir. Ayn1 alanda yetistirilen ¢esitlerdeki bu farklilik genotip 6zellikleri
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ile alakali olabilecegi gibi metabolik davraniglari veya olgunlagsma periyodunun
bulundugu nokta ile alakali olabilecegi diigiiniilmistiir.

Deneme tesadiif parselleri deneme desenine gore ii¢ tekerriirlii
yiiriitilmistiir. Yapilan istatistiksel analiz sonucunda ¢esitler, olum donemleri ve
cesitler x olum donemleri interaksiyonu arasindaki farklar ¢ok 6nemli bulunmustur

(Cizelge 4.6.).

Cizelge 4.6. 2017 Y1l o-tokoferol Oranlarina Ait ANOVA Tablosu

Kaynaklar KT KO SD F Ratio Prob >F
Cesitler 31650,70 7912,68 4 3694,81 <.0001
Olum Dénemi 24709,78 24709,78 1 11538,19 <.0001
CesitlerxOlum 57424,01 14356,002 4 6703,51 <.0001
Hata 42,83 2,14 20 Prob > F
Toplam 113827,31 29 <.0001

2018 yili OeCHL P gen ekspresyon seviyesi en yliksek cesitlerde a-
tokoferol miktarlar1 toplam yagin mg/kg’1 cinsinden ifade edilmistir. Cizelge 4.7.
incelendiginde siyah olum donemi ortalamasi (225,89 mg/kg (toplam yag)) yesil
olum donemi ortalamasma (213,94 mg/kg (toplam yag)) gore daha yiiksek
cikmistir. Cesitlerin ortalamasinda ise sirasiyla en yiiksekten en diisiige Esek
Zeytini ((Odemis) 236,43 mg/kg toplam yag), Sinop No 5 (224,73 mg/kg toplam
yag), Uslu (221,01 mg/kg toplam yag), Cilli (212,49 mg/kg toplam yag) ve Nizip
Yaglik (204,93 mg/kg toplam yag) cesitleri sahip olmustur. Cesit x olum donemi
interaksiyonunda ise en yiiksek a-tokoferol igerigi 250,44 mg/kg (toplam yag) ile
Esek Zeytini (Odemis) siyah olum déneminde belirlenirken, en diisiik o-tokoferol
icerigi 175,13 mg/kg (toplam yag) ile Nizip Yaglik ¢esidinin yesil olum déneminde

belirlenmistir.
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Cizelge 4.7. 2018 Yili OeCHL P Gen Ekspresyonu En yiiksek Cesitlerde o-
tokoferol miktarlar1 (mg/kg (toplam yag))

Cesitler Olum dénemi Olum Dénemi | Ortalama
Yesil Siyah

Cilli 198,17 H 226,81 D 21249 | D
Esek Zeytini (Odemis) 222,41 E 250,44 A 23643 | A
Nizip Yaghk 175,13 I 234,72 C 204,93 | E
Sinop No 5 245,25 B 204,22 G 22473 | B
Uslu 228,76 D 213,26 F 221,01 | C

Ortalama 213,94 B 225,89 A

LSqusit***:zalo; LSDolum dénemi***:oa48; LSDgesitxolum dénemi***: 0,58, CV:0,00S
(1): Ortalamalar arasindaki farklar ayri harflerle gosterilmistir.
(2): OD: Onemli Degil, ***:p<0.001; **:p<0.01; * :p<0.05

Deneme tesadif parselleri deneme desenine gore iic tekerriirli
yiiriitilmistiir. Yapilan istatistiksel analiz sonucunda c¢esitler, olum dénemleri ve
cesitler x olum donemleri interaksiyonu arasindaki farklar ¢ok 6nemli bulunmustur

(Cizelge 4.8.).

Cizelge 4.8. 2018 Y1l1 a-tokoferol Oranlarina Ait ANOVA Tablosu

Kaynaklar KT KO SD F Ratio Prob>F
Cesitler 3460,87 865,22 4 285,28 <.0001
Olum Dénemi 1069,80 1069,80 1 352,74 <.0001
CesitlerxOlum| 9550,86 2387,72 4 787,28 <.0001
Hata 60,66 3,03 20 Prob>F
Toplam 14142,184 29 <.0001

4.1.3. 2017 ve 2018 Yillar1 OeCHL P Gen Ekspresyon Seviyesi En yiiksek
Cesitlerde Oleuropein Miktarlarina Ait Bulgular

Zeytinyaginda yiiksek konsantrasyonda bulunan fenolik bilesikler
oleuropein, hydroxytyrosol, tyrosoldur (Amiot ve ark., 1996). 2017 yil iki olum
(yesil ve siyah olum) doneminde ii¢ tekerriirlii olarak yapilan oleuropein analizi

icin OeCHL P gen ekspresyon seviyesi en yiiksek bes ¢esit dikkate alinmugtir.
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Cesitlerin oleuropein igerikleri kuru maddenin mg/g’1 cinsinden ifade
edilmis olup biitiin ¢esitlerde olgunlukla azalmistir. Cizelge 4.9.’da olum dénemi
ortalamalar1 incelendiginde en yiiksek oleuropein igerigine 33,32 mg/g (kuru
madde) miktar1 ile yesil olum donemi sahip olurken, 16,82 mg/g (kuru madde) ile
siyah olum doénemi daha diigiik bir degere sahip olmustur. Cesitlerin ortalamalari
incelendiginde ise sirasiyla Girit Zeytini (57,69 mg/g ), Izmir Sofralik (24,66
mg/g), Sinop No 5 (16,61 mg/g), Uslu (14,06 mg/g) ve Cilli (12,32 mg/g) olarak
saptanmugtir. Cesit x olum donemi interaksiyonlar1 kiyaslandiginda ise yesil olum
doneminde en yiliksek oleuropein igerigine 65,67 mg/g ile Girit Zeytini sahip
olurken, en diisiik miktara siyah olum doéneminde 3,73 mg/g ile Cilli ¢esidi sahip

olmustur.

Cizelge 4.9. 2017 Yili OeCHL P Gen Ekspresyonu En yiiksek Cesitlerde
Oleuropein Miktarlar1 (mg/g (kuru madde))

Cesitler Olum dénemi Olum Donemi Ortalama
Yesil Siyah

Cilli 20,91 F 3,73 I 1232 | E

Girit Zeytini 65,67 A 49,71 B 57,69 | A

izmir Sofrahk 30,94 C 18,39 G 2466 | B

Sinop No 5 26,55 D 6,68 H 16,61 | C

Uslu 22,54 E 5,58 H 14,06 | D
Ortalama 33,32 A 16,82 B

LSqusil***:O:72; LSl)olum dﬁnemi***:0545 5 LSD(;esilxolum dﬁnemi***:laoz; CV:0903
(1): Ortalamalar arasindaki farklar ayri harflerle gosterilmistir.
(2): OD: Onemli Degil, ***:p<0.001; **:p<0.01; * :p<0.05

Deneme tesadiif parselleri deneme desenine gore ¢ tekerriirli
yiiriitiilmiistiir. Istatistiksel olarak elde edilen veriler sonucunda gesitler, olum
donemleri ve gesitler x olum donemleri interaksiyonu arasindaki farklar cok onemli

bulunmustur (Cizelge 4.10.).
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izelge 4.10. 2017 Y1l Oleuropein Oranlarina Ait ANOVA Tablosu

Kaynaklar KT KO SD F Ratio Prob>F
Cesitler 8517,39 2129,35 4 4551,117 <.0001
Olum Dénemi | 2042,04 2042,04 1 4364,515 <.0001
CesitlerxOlum 41,90 10,48 4 22,3860 <.0001
Hata 9.4 0,47 20 Prob>F
Toplam 10610,68 29 <.0001

2018 yili cesitlere dair oleuropein miktarlar1 kuru maddenin mg/g’1
cinsinden ifade edilmis olup biitiin gesitlerde olgunlukla azalmistir. Cizelge
4.11.de olum donemi ortalamalar1 incelendiginde en yiiksek oleuropein igerigine
28,68 mg/g (kuru madde) miktar1 ile yesil olum doneminde saptanirken, 12,98
mg/g (kuru madde) ile siyah olum doneminde daha diisiik bir deger elde edilmistir.
Cesitlerin ortalamalar1 incelendiginde ise sirasiyla Esek Zeytini (Odemis) (35,22
mg/g), Nizip Yaglik (28,91 mg/g), Sinop No 5 (15,00 mg/g), Cilli (12,88 mg/g) ve
Uslu (12,13 mg/g) olarak en yiiksekten en diisiige siralanmistir. Cesit x olum
donemi interaksiyonlar1 kiyaslandiginda ise yesil olum doneminde en yiiksek
oleuropein icerigine 43,11 mg/g ile Esek Zeytini (Odemis) sahip olurken, en diisiik

miktara siyah olum déneminde 2,99 mg/g ile Cilli ¢esidi sahip olmustur.

Cizelge 4.11. 2018 Yili OeCHL P Gen Ekspresyonu En yiiksek Cesitlerde
Oleuropein Miktarlar1 (mg/g (kuru madde))

Cegsitler Olum donemi Olum Doénemi Ortalama
Yesil Siyah

Cilli 22,77 E 2,99 I 12,88 | D
Esek Zeytini ((")demis) 43,11 A 27,34 B 3522 | A
Nizip Yaghk 33,96 B 23,86 D 2891 | B
Sinop No 5 24,09 D 5,90 G 15,00 | C
Uslu 19,46 F 4,79 H 12,13 | E

Ortalama 28,68 A 12,98 B

LSqusit***:OaSS; LSDolum dénemi***:oa35; LSDgesitxolum dénemi***:0,78 5 CVe 0703
(1): Ortalamalar arasindaki farklar ayri harflerle gosterilmistir.
(2): OD: Onemli Degil, ***:p<0.001; **:p<0.01; * :p<0.05
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Deneme tesadiif parselleri deneme desenine gore ii¢ tekerriirlii
yiiriitiilmiistiir. Istatistiksel olarak elde edilen veriler sonucunda gesitler, olum
donemleri ve ¢esitler x olum donemleri interaksiyonu arasindaki farklar ¢ok 6nemli

bulunmustur (Cizelge 4.12.).

izelge 4.12. 2018 Y1l Oleuropein Oranlarina Ait ANOVA Tablosu

Kaynaklar KT KO SD F Ratio Prob>F
Cesitler 2672,91 668,23 4 2441,003 <.0001
Olum Dénemi 1848,66 1848,66 1 6753,07 <.0001
CesitlerxOlum 82,79 20,70 4 75,61 <.0001
Hata 4,93 0,25 20 Prob >F
Toplam 4609,92 29 <.0001

4.1.4. 2017 ve 2018 Yillar1 OeCHL P Gen Ekspresyon Seviyesi En yiiksek
Cesitlerde Hydroxytyrosol Miktarlarina Ait Bulgular

2017 yili gesitlere dair hydroxytyrosol miktarlar1 kuru maddenin mg/g’1
cinsinden ifade edilmis olup Izmir Sofralik ¢esidi haric biitiin gesitlerde olgunlukla
artmistir. Cizelge 4.13.’de olum donemi ortalamalar1 incelendiginde en yiiksek
hydroxytyrosol igerigine 2,48 mg/g (kuru madde) miktar ile siyah olum donemi
sahip olurken, 2,15 mg/g (kuru madde) ile yesil olum donemi daha diisiik bir
degere sahip oldugu belirlenmistir. Cesitlerin ortalamalar1 sirastyla Girit Zeytini
(2,62 mg/g), Uslu (2,61 mg/g), Cilli (2,29 mg/g) izmir Sofralik (2,24 mg/g) ve
Sinop No 5 (1,82 mg/g) olarak en yiiksekten en diisiige siralanmistir. Cesit x olum
donemi interaksiyonlar1 kiyaslandiginda ise siyah olum déneminde en yiiksek
hydroxytyrosol icerigine 3,00 mg/g ile Girit Zeytini sahip olurken, en diisiik

miktara yesil olum déneminde 1,53 mg/g ile Sinop No 5 ¢esidi sahip olmustur.
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Cizelge 4.13. 2017 Yili OeCHL P Gen Ekspresyonu En yiiksek Cesitlerde
Hydroxytyrosol Miktarlar1 (mg/g (kuru madde))

Cegitler Olum dénemi Olum Dénemi | Ortalama
Yesil Siyah

Cilli 2,31 2,26 2,29 | AB
Girit Zeytini 2,24 3,00 2,62 | A

Izmir Sofrahik 2,34 2,15 2,24 | AB
Sinop No 5 1,53 2,10 1,82 | B
Uslu 2,34 2,87 2,61 | A

Ortalama 2,15 2,48

LSqusit**:0346; LSDolum dénemi:C)D; LSDgesitxolum dénemi:OD; Ccvi 0,191
(1): Ortalamalar arasindaki farklar ayri harflerle gosterilmistir.
(2): OD: Onemli Degil, ***:p<0.001; **:p<0.01; * :p<0.05

Istatistiksel olarak elde edilen veriler sonucunda gesitler arasindaki fark
onemli bulunurken, olum dénemi ve cesitler x olum donemleri interaksiyonu

arasindaki farklar 6nemsiz bulunmustur (Cizelge 4.14.).

Cizelge 4.14. 2017 Yili Hydroxytyrosol Oranlarina Ait ANOVA Tablosu

Kaynaklar KT KO SD F Ratio Prob>F
Cesitler 2,59 0,65 4 3,32 0,0332
Olum Dénemi 0,81 0,81 1 4,17 0,0561
CesitlerxOlum 1,02 0,26 4 1,31 0,3047
Hata 3,50 0,18 20 Prob>F
Toplam 8,08 29 0,07

2018 yili gesitlere ait hydroxytyrosol miktarlar1 kuru maddenin mg/g’1
cinsinden ifade edilmis olup biitiin gesitlerde olgunlukla azalmistir. Cizelge
4.15.’de olum doénemi ortalamalar1 incelendiginde en yiiksek hydroxytyrosol
icerigine 2,35 mg/g (kuru madde) miktar ile siyah olum dénemi sahip olurken,
1,83 mg/g (kuru madde) ile yesil olum donemi daha diisiikk bir degere sahip

olmustur. Cesitlerin ortalamalar incelendiginde ise sirasiyla Sinop No 5 (2,20
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mg/g), Uslu (2,19 mg/g), Cilli (2,06 mg/g), Nizip Yaglk (2,04 mg/g) ve Esek
Zeytini (Odemis) (1,96 mg/g ) olarak en yiiksekten en diisiige siralanmistir. Cesit x
olum doénemi interaksiyonlar1 kiyaslandiginda ise siyah olum doneminde en yiiksek
hydroxytyrosol igerigine 2,60 mg/g ile Esek Zeytini (Odemis) sahip olurken, en
diisiik miktara yine yesil olum doneminde 1,32 mg/g ile Esek Zeytini (Odemis)

¢esidi sahip olmustur.

Cizelge 4.15. 2018 Yili OeCHL P Gen Ekspresyonu En yiiksek Cesitlerde
Hydroxytyrosol Miktarlar1 (mg/g (kuru madde))

Cegsitler Olum dénemi Olum Donemi Ortalama
Yesil Siyah
Cilli 1,72 BCD 2,40 A 2,06
Esek Zeytini (Odemis) 1,32 D 2,60 A 1,96
Nizip Yaghk 1,61 CD 2,46 A 2,04
Sinop No 5 2,24 AB 2,14 ABC 2,20
Uslu 2,24 AB 2,15 AB 2,19
Ortalama 1,83 B 2,35 A

LSDcesit:OD; LSDolum dénemi**:oa2 1, LSqusitxolum dénemi**: 0’465 CVZ0,044
(1): Ortalamalar arasindaki farklar ayr1 harflerle gosterilmistir.
(2): OD: Onemli Degil, ***:p<0.001; **:p<0.01; * :p<0.05

Istatistiksel olarak elde edilen veriler sonucunda cesitler arasindaki fark
Oonemsiz bulunurken, olum dénemleri ve ¢esitler x olum donemleri interaksiyonu

arasindaki farklar onemli bulunmustur (Cizelge 4.16.).

izelge 4.16. 2018 Y1l Hydroxytyrosol Oranlarina Ait ANOVA Tablosu

Kaynaklar KT KO SD F Ratio Prob>F
Cesitler 0,25 0,06 4 0,6425 0,6392
Olum Dénemi 2,06 2,06 1 21,1673 0,0002
CesitlerxOlum 2,21 0,55 4 5,6696 0,0039
Hata 1,75 0,09 20 Prob>F
Toplam 6,37 29 0,0030

79



4. BULGULAR Filiz BAYSAL

4.1.5. 2017 ve 2018 Yillar1 OeCHL P Gen Ekspresyon Seviyesi En yiiksek
Cesitlerde Tyrosol Miktarlarina Ait Bulgular

2017 yili gesitlere ait tyrosol miktarlari kuru maddenin mg/g’1 cinsinden
ifade edilmis olup Uslu gesidi hari¢ biitiin ¢esitlerde olgunlukla artmistir. Cizelge
4.17.de olum donemi ortalamalari incelendiginde en yiiksek tyrosol icerigine 1,19
mg/g (kuru madde) miktar ile siyah olum dénemi sahip olurken, 0,85 mg/g (kuru
madde) ile yesil olum donemi daha diisiik bir degere sahip oldugu belirlenmistir.
Cesitlerin ortalamalar1 incelendiginde ise sirastyla Cilli (1,52 mg/g), Uslu (1,13
mg/g), Girit Zeytini (0,99 mg/g ), Izmir Sofralik (0,65 mg/g) ve Sinop No 5 (0,81
mg/g) olarak en yiiksekten en diislige siralanmistir. Cesit x olum donemi
interaksiyonlart kiyaslandiginda ise yesil olum doneminde en yiiksek tyrosol
igerigine 1,75 mg/g ile Uslu sahip olurken, en diisiik miktara yesil olum déneminde

0,15 mg/g ile izmir Sofralik cesidi sahip olmustur.

Cizelge 4.17. 2017 Y11 OeCHL P Gen Ekspresyonu En yiiksek Cesitlerde Tyrosol
Miktarlar1 (mg/g (kuru madde))

Cesitler Olum dénemi Olum Dénemi | Ortalama
Yesil Siyah
Cilli 1,49 ABC 1,55 ABC 1,52 | A
Girit Zeytini 0,31 E 1,66 AB 0,99 | BC
izmir Sofralik 0,15 E 1,15 BC 0,65 C
Sinop No 5 0,56 DE 1,07 CDh 0,81 | BC
Uslu 1,75 A 0,50 E 1,13 | B
Ortalama 0,85 B 1,19 A

LSDcesit**:OaSZZ; LSDolum dénemi**:0a204; LSD&;esitxolum dénemi*:0»46; Ccv: 09301
(1): Ortalamalar arasindaki farklar ayri harflerle gosterilmistir.
(2): OD: Onemli Degil, ***:p<0.001; **:p<0.01; * :p<0.05

Istatistiksel olarak elde edilen veriler sonucunda gesitler, olum dénemleri
ve ¢esitler x olum donemleri interaksiyonu arasindaki farklar 6nemli bulunmustur

(Cizelge 4.18.) .
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izelge 4.18. 2017 Y1l Tyrosol Oranlarina Ait ANOVA Tablosu

Kaynaklar KT KO SD F Ratio Prob>F
Cegsitler 2,67 0,67 4 7,07 0,0013
Olum Dénemi 0,84 0,84 1 8,87 0,0081
CesitlerxOlum 6,16 1,54 4 16,32 <.0001
Hata 1,70 0,09 20 Prob > F
Toplam 11,70 29 <.0001

2018 yili gesitlere ait tyrosol miktarlar1 kuru maddenin mg/g’1 cinsinden
ifade edilmis olup biitiin ¢esitlerde olgunlukla azalmistir. Cizelge 4.19.’da olum
donemi ortalamalari incelendiginde en yiiksek tyrosol igeriginin 0,71 mg/g (kuru
madde) miktar1 ile siyah olum déneminde oldugu, 0,45 mg/g (kuru madde) ile
yesil olum déneminde daha diisiik bir deger elde edildigi belirlenmistir. Cesitlerin
ortalamalar incelendiginde ise sirastyla Esek Zeytini (Odemis) (0,81 mg/g ), Sinop
No 5 (0,67 mg/g), Uslu (0,67 mg/g), Cilli (0,46 mg/g) ve Nizip Yaglik (0,29 mg/g)
olarak en yiiksekten en diisiige siralanmistir. Cesit x olum donemi interaksiyonlari
kiyaslandiginda ise yesil olum doneminde en yiiksek tyrosol icerigine 1,06 mg/g
ile Uslu sahip olurken, en diisiik miktara yine yesil olum doneminde 0,09 mg/g ile

Nizip Yaglik ¢esidi sahip olmusgtur.

Cizelge 4.19. 2018 Y1il1 OeCHL P Gen Ekspresyonu En yiiksek Cesitlerde Tyrosol
Miktarlar (mg/g (kuru madde))

Cesitler Olum doénemi Olum Donemi Ortalama
Yesil Siyah

Cilli 0,22 DE 0,70 B 046 | C
Esek Zeytini (Odemis) 0,57 BC 1,04 A 0,81 | A
Nizip Yaghk 0,09 E 0,48 C 029 | D
Sinop No 5 0,30 D 1,04 A 0,67 B
Uslu 1,06 A 0,27 D 0,67 | B

Ortalama 0,45 B 0,71 A

LSqusil***:O:O9; LSDolum dﬁnemi***:0506; LSDce$itxolum dénemi***:onlz4; CV:O,IS
(1): Ortalamalar arasindaki farklar ayr1 harflerle gosterilmistir.
(2): OD: Onemli Degil, ***:p<0.001; **:p<0.01; * :p<0.05
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Istatistiksel olarak elde edilen veriler sonucunda cesitler, olum dénemleri
ve cesitler x olum donemleri interaksiyonu arasindaki farklar ¢ok Onemli

bulunmustur (Cizelge 4.20).

izelge 4.20. 2018 Y1l Tyrosol Oranlarina Ait ANOVA Tablosu

Kaynaklar KT KO SD F Ratio Prob >F
Cesitler 0,10 0,025 4 35,6578 <.0001
Olum Dénemi 0,49 0,49 1 70,2167 <.0001
CesitlerxOlum 2,14 0,54 4 76,4833 <.0001
Hata 0,13 0,007 18 Prob>F
Toplam 3,77 29 <.0001

4.1.6. 2017 ve 2018 Yillar1 OeCHL P Gen Ekspresyon Seviyesi En Yiiksek
Cesitlerde Fenolik Bilesik Miktarlarina (oleuropein, hydroxytyrosol ve
tyrosol) Ait Bulgular

Zeytinde miktarlar1 6nemli sayilan 2017 yili hydroxytyrosol, tyrosol ve
oleuropein toplamlar1 Sekil 4.3.’de verilmistir. Cesitler kiyaslandiginda ise yesil
olum doneminde en yiiksek fenol igerigine 68,21 mg/g ile Girit Zeytini sahip
olurken, en diisiik miktara siyah olum déneminde 7,55 mg/g ile Cilli ¢esidi sahip

olmustur.
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Sekil 4.3. 2017 Yili OeCHL P Gen Ekspresyon Seviyesi En yiiksek Cesitlerde
Fenolik Bilesik Miktarlar1 (mg/g (kuru madde))

2018 yilma ait hydroxytyrosol, tyrosol ve oleuropein toplamlar1 Sekil
4.4.de verilmistir. Cesitler kiyaslandiginda ise yesil olum doéneminde en yiiksek
fenol icerigine 45,00 mg/g ile Esek Zeytini (Odemis) sahip olurken, en diisiik
miktara 22,76 mg/g ile Uslu ¢esidi sahip olmustur. Siyah olum déneminde ise yine
en yiiksek fenol igerigine 30,98 mg/g ile Esek zeytini (Odemis) sahip olurken, en
disiik icerige 6,09 mg/g ile Cilli ¢esidi sahip olmustur.
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5. TARTISMA

OeCHL P, =zeytinde geranylgeranyl reductase enziminin olusumunu
yoneten gendir. Bu enzim bitkilerde tokoferol, klorofil ve phylloquinone
bilesiklerinin sentezi igin gerekli phytyl diphosphate’1 geranylgeranyl diphosphate
rediiksiyonu i¢in katalizler (Muzzalupo ve ark., 2011).

Bu arastirmanin ilk asamasinda OeCHL P geni ekspresyon diizeyinin 39
farkli zeytin ¢esidinde 2017 ve 2018 yillar1 olmak tizere iki yil iist iiste belirlenmesi
amaclanmustir.  Iki  yillilk gen ekspresyon c¢alismalart  genel olarak
degerlendirildiginde, ¢esitler arasinda onemli farkliliklar oldugu belirlenmistir.
2017 yilmin OeCHL P gen ekspresyon degerleri incelendiginde meyvelerin
alindigr donemlerde 8 cesit (Otur, Sagakli Otur, Sinop No 5, Nizip Yaglik,
Erkence, Cilli, Izmir sofralik, Girit Zeytini, Uslu) diger kalan 31 ceside gore daha
cok ekspresyon oranina sahip olmustur. Yesil ve siyah olum doneminde alinan
meyve Orneklerinden genin daha aktif oldugu bu sekiz gesitte belirlenirken, kalan
diger ¢esitlerde ¢ok az ya da hig eksprese olmadigi goriilmiistiir. Bu durum g¢esidin
icinde bulundugu olgunluk diizeyinin seviyesi ile alakali olabilecegi gibi, meyvenin
alindig1 olum déneminden dnce veya sonra eksprese olmus olabilir.

2018 yili OeCHL P gen ekspresyon sonuglart incelendiginde ise 2017
yilina gore gen ekspresyon diizeylerinde biitiin cesitlerde belirgin bir artis oldugu
saptanmustir. 2017 yilinda dne ¢ikan Uslu, Girit Zeytini, Cilli, izmir Sofralik, Otur,
Sacakli Otur, Sinop No 5, Nizip Yaglk ve Erkence ¢esitleri gen ekspresyon
diizeyleri 2018 yilinda daha da artis gostermistir. Bu c¢esitlere ek olarak Esek
Zeytini (Odemis), Domat, Kara Yaprak, Cekiste, Memeli, Ayvalik, Samsun
Tuzlamalik, Mavi, Yiin Celebi, Kan Celebi, Kilis Yaglik, Gemlik, Edincik su,
Tekirdag Cizmelik, Sinop No 6, Sinop No 4, Sati, Butko ve Patos cesitleri de

OeCHL P gen ekspresyon seviyelerini 2018 yilinin iki olum ddéneminde de
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arttirmistir.  Kalan diger c¢esitlerde de 2017 yilina gore azda olsa bir artig
belirlenmistir.

Caligmamiz siiresince 2017 ve 2018 yillarina ait bazi iklimsel veriler
(sicaklik ve yagis) kaydedilmistir. Cizelge 3.2.’de iki yila ait sicaklik ve yagis
degerleri arasinda yillara ve aylara gore bazi farkliliklar tespit edilmigtir. 2018
yilinda havalarin 2017 yilina gore erken 1sindig1 ve 2-3°C’lik bir artisin yasandigi
goriilmiistiir. Buna bagl olarak yillara ait ¢igek agma, yesil olum ve siyah olum
donemleri  stireleri  ve tarihleri ise degismistir. Yagis miktarlar
degerlendirildiginde ise 2017 yilinda toplam yagis miktar1 663 mm iken 2018
yilinda 633 mm olarak kaydedilmistir.

Bruno ve ark (2009), OeCHL P geninin zeytinde farkli gelisimsel donemler
ve stres durumlarindaki roliinii aragtirdiklar1 ¢alismada, erken donemde biyotik ve
abiyotik stres faktorlerine yanit verdigini ve stres altindayken gen aktivitesinin
arttigin1 bildirmislerdir. Caligmamizda iki yilin aylara gore bir degerlendirmesi
yapildiginda 2018 yilinda ¢ok erken donemde ortaya ¢ikan zeytin sinegi zararlist
ve sicakligin 6nceki yila gore yiiksek olmasit meyvelerde olusan zarari arttirmistir.
Bunun yaninda 2018 yilinda toplam yagis daha azken, meyvelerde yag
olusumunun bagladig1 Haziran aymmdan Temmuz, Agustos, Eyliil, Ekim ve Kasim
aylarma kadarki siirede 6nceki yila gére daha fazla yagis aldig1 kaydedilmistir.

Zeytin Sinegi (Bactrocera oleae), ekonomik olarak en Onemli zeytin
zararlist olup kigi cogunlukla toprakta gecirir. Haziran’dan itibaren topraktan
¢ikmaya baglar ve bu donemde meyve igindeki cekirdek sertlesmis ve nohut
biiylikliigline ulagmistir. Haziran sonlarina dogru disi sinek, oncelikle iri ve erken
olgunlasan zeytin meyvelerine, 200-250 adet yumurta birakir. Sine§in yumurta
biraktig1 kisimlar kararmaya baslar ve ekonomik zarar esigi boylelikle baglamis
olur. Zeytin sinegi ile miicadelenin yapilmamasi halinde, yillara gore, sofralik ve
yaghk zeytin yetistiriciliginde %30 ile %70 oraninda degisen verim ve kalite
kayiplar1 goriilmektedir (Anonim, 2019). Zeytin sineginin yogun zararlar yaptigi
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bu siirecte yagisinda fazla olmasit meyvelerde olusan hem abiyotik hem de biyotik
stresi arttirabilir. Bundan dolay1 2018 yili gen ekspresyon sonuglar1 2017 yilina
gore daha yiiksek ¢ikarak aragtirmacilarin stres altindayken gen aktivesinin arttigin
bildirdikleri ¢aligmalariyla uyumluluk géstermistir.

Muzzalupo ve ark. (2011), biyotik ve abiyotik strese dayanikliligr ile
tanman 11 ticari zeytin ¢esidinde bir yil siire ile iki farkli donemde (yesil ve siyah
olum) aldiklar1 meyve 6rneklerinde OeCHL P geninin transkripsiyon seviyelerini
belirlemislerdir. Stres sartlarina dayanikli olan bu cgesitlerde gen ekspresyonu
seviyeleri yesil olum doneminde 0,0-1,9 arasinda degisirken, siyah olum
doneminde 3,0-0,0 arasinda degismistir. Denememizde ise, birinci yil yesil olum
donemi gen ekspresyon miktarlar1 0,0-3,01, siyah olum doénemi 0,00-2,96; ikincil
yil yesil olum donemi 0-2,96, siyah olum déneminde 0,0-2,95 arasinda degismistir.
Birinci yil yesil olum doneminde gen ekspresyon diizeyi en yiiksek ¢ikan Uslu
cesidi olmustur. Birinci yil bitkileri strese sokacak herhangi bir nedenin olmadigi
disiiniilmektedir. Ancak OeCHL P gen ekspresyonu en yiiksek ¢esit olmustur. Bu
durum meyvenin gen ekspresyon diizeyinin yiiksek oldugu bir donemde alindiginin
isareti olabilecegi gibi gesit dzelligi ile alakalida olabilir. Cilinkii iki yilda da yesil
olum déneminde en yiiksek gen ekspresyon oranina sahip ¢esit Uslu olmustur.

Girit Zeytini, Yunanistan'a ait bir tiirdiir ve kokeni bulundugu iilkede
zeytin yetistirme alanlarmin %50-60'1 kapsamaktadir. Burada ayrica ‘’Koroni,
Kritikia, Ladolia ve Psylolia’’ olarak da bilinir. Sik dikim alanlarinda en g¢ok
kullanilan tiirlerden biri oldugu icin, farkli kitalarda bir¢ok iilkede bu gesite yer
vermektedir(Anonim, 2019). Sik dikime uygun bu ¢esidin ¢aligmamizda yiiksek
gen ekspresyonu oranina sahip olmasi bu ¢esidin 6nemini arttirmaktadir. 2017 ve
2018 yillar1 siyah olum doneminde yiiksek bir gen ekspresyon diizeyi sergileyen
Girit Zeytini polifenol igerigi yiiksek bir Koroneiki ¢esididir ve oOzellikle yag
isleme sanayinde diger ¢esitlerden elde edilen yaglarin oksidatif stabilitesini
korumak igin igerisine bir miktar aktarilan énemli bir yaglik gesittir. Ayrica kurak
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sartlara adaptasyonu ile bilinen bu c¢esit iki yil st liste siyah olum doneminde
ekspresyon diizeyi yliksek bulunmustur.

2017 ve 2018 yillarinda yesil olum doneminde yiiksek bir gen ekspresyon
diizeyi sergileyen Sinop No 5 ile Butko, Otur, Sagakli Otur, Sati, Patos, Mavi,
Samsun Tuzlamalik, Sinop No 1, Sinop No 4, Sinop No 6, Trabzon Yaglik,
Samsun Yaglik, Gorvele ve Marantelli Karadeniz Bolgesi’ ne 6zgii ¢esitlerdendir.
Cetin ve ark. (2017), baz1 zeytin ¢esitlerinde AFLP, SRAP ve RAPD molekiiler
markir teknikleri kullanarak akrabalik derecelerini belirledikleri ¢alismada bu
gesitlerin ii¢ farkli gruba ayrildigini bildirmislerdir. Butko, Trabzon Yaglik,
Samsun Yaglik, Gorvele ve Marantelli ayn1 aile grubuna girerken, Sinop No 5,
Otur, Sacakli Otur, Sati, Patos, Samsun Tuzlamalik, Sinop No 1, Sinop No 4 ve
Sinop No 6 farkl: bir aile grubuna dahil olmustur. Mavi ise digerlerinden en uzak
akraba olarak bagka bir gruba dahil olmustur. Bu durum ¢esitlerin birbirine akraba
olsa bile baz1 6zellikler bakimindan birbiri ile ayrildigini gostermistir. Calismamiz
incelendiginde Sinop No 5, iki yil siire ile yesil olum doneminde en yiiksek gen
ekspresyon diizeyine sahip olmustur. Otur ve Sagakli Otur birinci yil siyah olum
doéneminde, ikinci y1l Patos, Butko, Sati, Sinop No 4 ¢esitleriyle birlikte yine siyah
olum déneminde gen ekspresyon seviyelerini arttirmiglardir. Mavi, Sinop No 6 ve
Samsun Tuzlamalik 2018 yili yesil olum déneminde gen ekspresyon seviyelerini
arttirmiglardir. Trabzon Yaglik, Samsun Yaglik, Gorvele ve Marantelli gesitleri ise
2017 ve 2018 yillar1 iki olum déneminde gen ekspresyon seviyelerinde bir artis
gostermemistir. Sinop No 1 ve Sinop No 4 ise 2018 yili siyah olum déneminde gen
ekspresyon seviyelerini bir 6nceki yila gore arttirmislardir.

Butko, Otur, Sagakli Otur, Sat1 ve Patos cesitlerinin ortak 6zelligi erken
olgunlagirlar ancak olgunluk periyodu uzun ve soguga dayanikl cesitlerdir. Bu
denli uzun bir yetistirme periyoduna sahip ¢esitlerin gen ekspresyon
seviyelerindeki artig c¢esitlerin daha ekstrem sartlarda yetistirilebilecegini ifade
edebilir.
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2018 yilinda en yiiksek gen ekspresyon seviyesine sahip olan cesit Esek
Zeytini (Odemis) olarak belirlenmistir. Esek zeytini (Odemis), diger zeytin
cesitlerine gore gec ¢igek acan ve yesil olum donemi uzun siiren bir gesittir. Siyah
olum donemini gérmeden vejetasyon siiresini tamamlamaktadir. Birinci yilda
kayda deger bir gen ekspresyon seviyesi belirlenmeyen bu ¢esidin ikinci yil hem
yesil hem de siyah olum déneminde ekspresyon seviyesinde artig gdstermesi onu
diger c¢esitlerden ayiran oOzelligi olmustur. Ciinkii pek ¢ok c¢esit tek olum
doneminde en yiiksek gen ekspresyonu sergilerken, Esek Zeytini (Odemis) iki
olum déneminde de daha fazla ekspresyon seviyesine sahip olmustur.

Cilli ¢esidi, uzun bir olgunlasma siiresine sahip meyve eti yumusak ve
soguga dayanikli bir gesittir. Calismamizda siyah olum déneminde yiiksek bir gen
ekspresyon seviyesi gostermistir. izmir Sofralik ve Cilli meyve eti yumusak ve
birbirine benzeyen meyve tadina sahiptir (Biilbiil, 2007). Cetin ve ark. (2017), 96
zeytin ¢esidinde AFLP, SRAP ve RAPD molekiiler markir teknikleri kullanarak
cesitlerin akrabalik derecelerini belirledikleri ¢alismada, izmir Sofralik ve Cilli’nin
aym grupta yeraldigim bildirmislerdir. izmir Sofralik gesidi de Cilli’ye benzer
olarak siyah olum déneminde ekspresyon seviyesini arttirmistir.

Erkence c¢esidi Uslu g¢esidi gibi erkenci bir cesittir ve iilkemizde
hurmalagma 0zelligi gdsteren bir ¢esit olarak bilinir. Cok erken donemde
olgunlagma gdsteren bu gesit ¢aligmamizda Uslu g¢esidi gibi yesil olum déneminde
gen ekspresyon seviyesi yliksek ¢ikan g¢esitlerden biri olmustur. Calisma sonuglari
Ozellikle erkenci iiretim yapilacak yerlerde bu ¢esitlerin degerlendirilmesi igin
uygun olabilecegini gdstermistir. Ancak Kiraz ¢esidi de erkenci bir ¢esit olmasina
ragmen 2018 yil1 siyah olum déneminde gen ekspresyonu yiiksek bulunmustur. Bu
durum bu ¢esidin diger erkenci ¢esitlere gore abiyotik ve biyotik stres faktorlerine
biraz daha toleransli olabilecegi ile agikalanabilir. Ciinkii bu ¢esit diger erkenci
cesitlere gore daha uzun bir olgunlasma periyoduna sahiptir ve Ozellikle Kasim
ayinin basinda neredeyse tiim meyveler siyah olum donemine ge¢mis olmaktadir.
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Nizip Yaglik, Kilis Yaglik, Kan Celebi ve Yiin Celebi ¢esitleri Giineydogu
Anadolu Bolgesi’ne ait kurak sartlara olduk¢a dayanikli yoresel ¢esitlerdir. Nizip
yaglik ¢esidi 2017 ve 2018 yillarinda gen ekspresyon diizeyini siyah olum
doneminde arttirirken Kilis Yaglik, Kan Celebi ve Yiin Celebi sadece 2018 yili
siyah olum déneminde arttirmigtir. Bu dort ¢esit siyah olum dénemi Kasim ayinin
ikinci yarisina kadar devam eden ¢esitlerdir.

Marmara Bolgesi zeytin iiretiminin %80’nini olusturan Gemlik c¢esidi
soguga kismen dayanikli ve meyve baglama donemi en erken cesitlerden biridir.
Calismamizda 2018 yilinda gen ekspresyon seviyesini iki olum dénemindede
arttirmistir. Ancak iilkemizde yetistiriciligi en fazla olan ¢esidin OeCHL P gen
ekspresyonu agisindan degerlendirildiginde diger pekcok ceside gore ¢ok gerilerde
kalmas1 diger c¢esitlerimizin Gemlik c¢esidine gore daha {stiin Ozellikleri
olabilecegini ve yetistiricilige kazandirilmasi gerektigini gosterebilir.

Cakir, Cekiste ve Domat ¢esitleri yesil olum ve siyah olum dénemi en geg
cesitlerden biridir. Meyve etinin ¢ok sert olmasi ve ¢ok ge¢ olgunlagmasi biyotik
stres sartlarina karsi kendini korumasina sebep olmaktadir. Calismamizda Cakir iki
yilda da gen ekspresyon seviyesini arttirmamistir. Bu durum ¢ok ge¢ olgunlagmasi
ile alakalt bir durum oldugu diisiiniilmektedir. Ancak Cekiste ve Domat 2018 yili
yesil olum déneminde gen ekspresyonunu arttirmistir.

Ulkemizde &nemli bir g¢esit olan Ayvalik cesidi ozellikle siyah olum
doneminden sonra kurakliga karsi ¢cok hassastir. 2018 yili siyah olum déneminde
gen ekspresyon seviyesini arttirmigtir. Memeli ¢esidi sulama yapilan yerlerde
soguga karsi hassasiyet gelistirir. Calismamizda sadece 2018 yili yesil olum
doneminde ekspresyon seviyesini arttirmistir. Celebi, Sar1 Ulak, Saurani, Memecik
ise 2017 ve 2018 yillariin tiim olum doénemlerinde belirgin artis gdstermemistir.

Bruno ve ark. (2009), Corelea ¢esidinde yaptiklari ¢calismada soguk stresi
ve mekanik zararlama yaptiklari yesil ve siyah meyvelerde OeCHL P ekspresyon
diizeyi ve tokoferol miktarlar1 arasindaki iliskiyi incelemiglerdir. Soguk stresi
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arttikga gen ekspresyon diizeyinin arttigin1 ancak bir noktadan sonra azaldigini
bildirmiglerdir. Tokoferol igerigi ve gen ekspresyon diizeyi arasinda pozitif yonde
bir baglantinin oldugunu bildirmislerdir. Caligmamizin birinci yilinda gen
ekspresyonu ile a-tokoferol arasinda pozitif baglant1 belirlenemesede, ikinci yilda
gen ekspresyonu yiiksek cesitlerde a-tokoferol igerigide yiiksek bulunmustur.

Giannino ve ark. (2004), seftalide yaptiklar1 c¢alismada PpCHL P
mesajlarinin  doku ve ¢igek organlarinda yiiksek miktarda, ancak kok ve
olgunlasmis mezokarp dokularinda nadiren bulundugunu saptamislardir.
Transkripsiyonun olgunlasma ve plastid tipi ile ilgili oldugunu belirtmislerdir.
Calismalarinda transkripsiyonun 1sikla arttigini ancak soguk ve karanlik stresi ile
baskilandigini bildirmislerdir. Ayrica yapraklara igne ile agilan yaralara Taphrina
deformans fungus patojenin dogal yoldan girmesiyle o bolgelerde PpCHL P
transkripsiyon sinyallerinin arttig1 belirlenmistir. Calismamizda meyve perikarp
dokularinda c¢alisilmis olup, bunlar CHL P mesajlarinin yogun bulundugu
dokulardir. 2018 yilinda bitkilerin normalden daha sicak bir vejetasyon periyodu
gecirmesi ve Bactrocera olea (zeytin sinegi) yogunlugu bu déonemde OeCHL P
transkripsiyonunu arttirak stres uygulanarak yapilan c¢aligmalarla paralellik
gostermesini saglamistir.

Park ve ark. (2010), susamda yaptiklar1 ¢alismada CHL P ifadesinin nasil
diizenlendigini anlamak i¢in 151k ve fitohormonlarin etkilerini incelemislerdir.
SiICHL P mRNA’nin, yaprak ve kotiledonlarda bol miktarda, kapsiil ve tohumlarin
gelismesinde orta derecede, fakat cicek, hipokotil ve saglikli fidelerin ve bitkilerin
koklerinde ¢ok az miktarda eksprese edildigini bildirmislerdir. SICHL P ifadesinin
kotiledonlarda da 1sik tarafindan indiiklendigini, ancak indiiksiyon seviyesinin
kirmizi 1sikta, kirmizi-mavi veya mavi 1s1ga gore daha yiliksek oldugunu tespit
etmislerdir. Ayrica, SICHL P ifadesisinin, karanlik, etilen ve absisik asitle
azaldigin1 vurgulamislardir. Calismamizda sadece meyvelerin perikarp dokularinda
calisilmis ve herhangi bir yapay stres faktorii uygulanmamasina ragmen onceki yila

91



5. TARTISMA Filiz BAYSAL

gore 2018 yil1 bazi iklim faktorlerinin (sicaklik ve yagis) ekstrem gitmesi ve zeytin
sineginin o yilin {irliniine dogal yoldan zarar vermesi gen ekspresyonunu arttirdigt
diisiiniilmektedir. Ancak daha bagka hangi faktorlerin gen ekspresyon miktarlarimi
arttirdig1 bilinmemektedir.

Liu ve ark. (2015), yabani domates genotipinde yaptiklari ¢alismada kok,
govde, yaprak, cigek ve meyvede soguk, kuraklik, tuz, yiliksek sicaklik ve oksidatif
stres faktorlerinin farkli saat dilimlerindeki ShCHL P gen ekspresyon seviyelerini
incelemisler. ShCHL P gen ekspresyon seviyesi kontrollere gore yiiksek sicaklik,
kuraklik, tuz ve oksidatif stres sartlarinda bir yere kadar azalmis ve tekrardan
artmigtir. Soguk stresinde ise bir yere kadar artmis, sonra yiikselmis ve tekrar
diismiistiir. Calisma sonunda CHL P geninin abiyotik stres sartlarinda yetistirilen
bitkilerin genetik gelisimi i¢in iyi bir aday gen oldugu bildirilmistir. Caligmamizda
OeCHL P geni ekspresyon seviyesi bakimindan incelenen ve 6ne ¢ikan Girit
Zeytini, Izmir Sofralik, Sinop No 5, Uslu, Cilli, Esek Zeytini (Odemis) ve Nizip
Yaglik cesitlerinin bu bilgiler dogrultusunda abiyotik stres sartlar1 altinda daha
dayanikli olabilecegi ve stres faktorii ortadan kalkasaya kadar kendilerine 6zgii ve
donemsel bir koruma mekanizmasi olusturduklar: tahmin edilmektedir.

Mohanty ve ark. (2006), CHL P geninin 25°C’de bugday fidelerinde stres
uygulamalarina gore daha ¢ok eksprese oldugunu ve aydinlanma ile miktarinin
arttigin1 bildirmslerdir. Bugdayda ise CHL P ekspresyonunun sicaklik stresinden
solmus ve yesil bitkilerde baskilandigini, soguk stresi uygulanmis bitkilerde
kismen eksprese oldugunu bildirmislerdir. Simdiye kadar CHL P i¢in kodlama
yapan genler tiitiin (Tanaka ve ark. 1999; Grasses ve ark. 2001; Havaux ve ark.
2003), Arabidopsis (Keller ve ark. 1998), piring (Zhou ve ark. 2013; Wang ve ark.
2014), seftali (Giannino ve ark. 2004) ve zeytin (Bruno ve ark. 2009) gibi birkag
yiiksek bitkide tanimlanmustir. Onceki calismalar, CHL P ekspresyonunun 1sik
tarafindan indiiklendigini ancak karanlik, etilen, absisik asit, diisiik ve yiiksek
sicakliklarla baskilandigini gostermistir (Giannino ve ark. 2004; Mohanty ve ark.
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2006; Bruno ve ark. 2009; Park ve ark., 2010; Dalal ve Tripati, 2012).
Calismamizda c¢esitler arasinda CHL P gen ekspresyonu miktar1 bakimindan iki yil
arasinda farkliliklar belirlenmistir. iki y1l arasindaki bu farkliliklar sicaklik, yagis
ve zeytin sinegi gibi faktorlere baglansa da aslinda pek c¢ok aragtirmaci, CHL P
ifadesinin pek ¢ok faktore bagli olarak degistigini bildirmislerdir. Bu durum ileriki
calismalarda daha fazla faktér ve olum doneminin dikkate alinarak
degerlendirilmesi gerektigini gdstermistir.

CHL P ifadesinin azalmasi, stres kosullar1 altinda bitki biiylimesini ve
gelisimini  bozabilmektedir. Ancak yakin zamana kadar, CHL P'in bitki
adaptasyonunda abiyotik stres iizerine etkileri iizerine ¢ok az arastirma yapilmistir.
Bu konuya dair tek rapor, fotosistem II inhibisyonunun ¢ok hizli gerceklesmesi ve
lipit peroksidasyonu, yiiksek 151k ve diisiik sicakliga maruz birakilan yapraklarin
kontrollerine kiyasla CHL P antisens iiretiminin siddetlenmesidir. Ayrica, CHL P
antisens bitkilerinin, yapraklarin foto-oksidatif strese duyarliliginin artmasidir.
(Grasses ve ark., 2001; Havaux ve ark., 2003).

Zeytinyagmin lipit fraksiyonunda tokoferoller, polar fraksiyonunda ise
fenolik bilesikler temel antioksidan maddelerini olusturmaktadir. Bunlarin elde
edilen yaga gecme oranlari zeytin cesitlerine, cesitlerin yetistirme kosullarina,
bulundugu bdlgeye, olgunluk seviyesine ve meyve isleme teknolojilerine gore
degismektedir (Ninfali ve ark., 2001; Gimeno ve ark., 2002; Ogiitcii ve ark., 2008).

Bitkilerin sekonder metabolitleri olan polifenollerin bitkilerin normal
gelisimine O6nemli katkilart vardir. Patojenlerin saldirilarina veya ultraviyole
1sinlara karsi bitkileri savunurlar (Manach ve ark., 2004; Kahkonen ve ark., 1999).
yapilarinda en az bir aromatik halka ve bir ya da daha fazla hidroksil (OH) grubu
bulunduran bu bilesiklerin antikanser, antioksidan ve antiinflamatuar o6zellikleri
oldugunu belirten ¢aligmalar bulunmaktadir (Bhattacharya ve ark., 2010; Bowden,
1999 ). Tokoferol ve fenollerin meyve icerisindeki kompozisyonu farkli olgunluk
asamasi ve dokularda ¢ok karmasik bulunmustur (Cinquanta ve ark., 2001). Ancak,

93



5. TARTISMA Filiz BAYSAL

Omar (2008), tokoferoller ve fenollerin meyve igindeki kompozisyonu igin
sorumlu metabolik kisa yollarin diizenleyici mekanizmasi hakkinda heniiz yeterli
bilgi bulunmadigini bildirmistir. 2017 yilinda a-tokoferol miktar1 Girit Zeytini,
Izmir Sofralik ve Cilli gesitlerinde olgunlasma ile artarken Sinop No 5 ve Uslu
cesitlerinde azalmistir. 2018 yilinda ise Esek Zeytini, Cilli, Nizip Yaglik
¢esitlerinde yine olgunlasma ile artarken, Sinop No 5 ve Uslu gesitlerinde
azalmustir. iki yilin ortak gesitleri olan Cilli, Uslu ve Sinop No 5 gesitleri dikkate
alinda iki yilda da ortak bir durum sergilemislerdir. Bu durum bitkilerdeki
tokoferol igeriginin hangi sartlarda arttigini ya da azaldigin1 tespit edecek daha ¢ok
calismanin yapilmasi gerektigini gostermistir.

Giimiiskesen (1999), yiiksek kaliteli zeytinyaginin tokoferol igeriginin 300
mg/kg oldugunu, diisiik kaliteli ve yliksek asitli zeytinyaginda bunun 5mg/kg
degerine kadar diismekte oldugunu bildirmektedir. Calismamizda ise cesitler
arasinda olum donemlerine gore farkililik tespit edilirken siyah olum déneminde
Girit Zeytini ve Izmir Sofralik cesitleri 300 mg/kg tokoferol esigini gecmistir.
Denememizin 2017 yili sonuglari incelendiginde Girit Zeytini, Izmir Sofralik, Cilli
cesitlerinde a-tokoferol miktar1 olgunlukla (siyah olum) artarken, Sinop No 5, Uslu
cesitlerinde azalmigtir. 2018 yilinda ise Esek Zeytini (Odemis), Cilli, Nizip Yaglk
cesitlerinde olgunlukla artarken, Sinop No 5, Uslu ¢esitlerinde azalmistir. Birinci
ve ikinci yil sonuglart karsilastirildiginda Cilli olgunlukla artarken, Sinop No 5 ve
Uslu ¢esitleri olgunlukla azalarak birbirini desteklemistir.

Muzzalupo ve ark. (2011), 11 zeytin ¢esidinin yesil ve siyah olum
doneminde meyvelerin biinyelerindeki tokoferol igeriklerini belirledikleri
caligmada a-tokoferol miktar1 95.1 mg/kg (toplam yag) ile 851.2 mg/kg (toplam
yag) arasinda degismistir. ki yilin sonuglarina gore denememizde o-tokoferol
sinir1 146,55-349,75 mg/kg (toplam yag) arasinda degismistir. Denememizle
uyumlu olarak a-tokoferol miktar1 bazi ¢esitlerde olgunlukla artarken bazi
cesitlerde azalmistir. Ancak iki olum donemi ortalamalar1 kiyaslandiginda siyah
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olum doénemi o-tokoferol orami yesil olum donemine gore daha yiiksek
bulunmustur. Bu durum olgunlagsma devam ettikge tokoferol biyosentezininde
devam ettigini géstermistir.

Zeytinyaginda yiiksek konsantrasyonda bulunan fenolik bilesikler
oleuropein, hydroxytyrosol ve tyrosoldiir (Amiot ve ark., 1996). Meyvenin kii¢iik
ya da biiyiik olusu oleuropein miktarin1 etkilemektedir (Amiot ve ark., 1996).
Kiigtik taneli ¢esitlerde oleuropein miktar1 biiyiik taneli olanlara kiyasla daha
fazladir (Vinha ve ark., 2005). Oleuropein zeytinyaginda aciliktan sorumlu
bilesiktir. Bundan dolay1 kii¢iik taneli g¢esitlerin acilik oran1 daha fazla olmaktadir
(Kiritsakis,1998; Bianchi, 2003). Literatiire paralel olarak 2017 yili verileri
incelendiginde meyveleri olduke¢a kiiciik olan Girit Zeytini hem yesil hem de siyah
olum déneminde oleuropein icerigi en yiiksek ¢esit olarak belirlenmistir.

Oleuropein en baskin fenolik bilesiktir ve olgunlasmamis zeytinlerin kuru
maddesinde 140 mg/g’dan daha fazla bulunmaktadir ve yapraklarin kuru
maddesinde 60-90 mg/g konsantrasyona ulagmaktadir (Morello ve ark., 2005;
Omar, 2010). Caligmamizda 2017 yilinda oleuropein miktarlar1 65,67-3,73 mg/g ve
2018 yilinda 43,11-2,99 arasinda degismistir. Oleuropein miktarlar1 yesil olum
doneminde daha yiiksekken, olgunlagsmanin ilerlemesiyle oldukg¢a azalmigtir ancak
literatiirde belirtilen degerlerden daha az bulunmustur.

Amiot ve ark. (1989) zeytinlerin olgunlagsmasi sirasinda oleuropeinin
azalip, demetiloleuropeinin arttigini; Boskou ve ark. (2006) ise oleuropeinin
azalmasiyla birlikte tyrosol ve hhydroxytyrosol miktarinin arttigini bildirmislerdir.
Denememizde de oleuropein azaldikga tyrosol ve hydroxytyrosol artmigtir. Esti ve
ark. (1998), farkli zeytin c¢esitlerinde yaptiklar1t fenolik bilesik analizinde
demethyolruropeinin sekiz ¢esitten sadece ikisinde (Coratina ve Leccino)
bulundugunu ve hydroxytyrosoliin ¢esitlerin olgunlagmasinda bir gdsterge olarak

kullanilabilecegini bildirmislerdir.
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Romero ve ark. (2002), Uceda ve Fridas (1975) tarafindan zeytinde meyve
kabugu ve et rengine gore olusturduklart olgunluk indeksini (1, 1.2, 1.8, 3, 4)
kullandiklar1 ¢alismada Manzanilla ¢esidini kullanmiglardir. Manzanilla g¢esidi igin
oleuropein, hydroxytyrosol ve tyrosol miktar1 olgunlukla azalmistir. Jemai ve ark.
(2009), Tunus’ a Ozgii tatli meyveleri ile bilinen Dhokar ¢esidi ve Chemlali
gesitlerinde farkli donemlerdeki oleuropein ve hydroxytyrosol igeriklerini
belirlemislerdir. Dhokar ¢esidinde oleuropein miktarlar1 Temmuz ayindan 3,29
g/kg (taze meyve)’dan Ekim ayina 0,16 g/kg (taze meyve)’a diigmiistiir. Chemlali
cesidinde ise 5,79 g/kg (taze meyve)’dan 3,75 g/kg (taze meyve)’a diismiistiir.
Hydroxytyrosol miktari, Dhokar ¢esidinde 1,8 g/kg (taze meyve)’den 3,00 g/kg
(taze meyve)’a kadar yiikselmistir. Chemlali c¢esidinde ise 0,8 g/kg (taze
meyve)’dan 3,1 g/kg (taze meyve)’a yiikselmistir. Calismamizda ise oleuropein
miktart olgunlukla azalirken, hydroxytyrosol ve tyrosol miktarlart artmistir.

Muzzalupo ve ark. (2011), 11 soguga tolerant zeytin ¢esidinde yaptiklar
calismada ¢esitlerin iki olum doneminde (yesil ve mor) oleuropein igeriklerini
52,34-1,27 mg/g, hydroxytyrosol igeriklerini 0,15-6,42 mg/g, tyrosol igeriklerini
ise 0,06- 0,76 mg/g arasinda belirlemislerdir. Oleuropein igerikleri ¢aligmamizla
paralellik gdstermistir. Denememizin hydroxytyrosol igerigi 2017 yilinda 1,53-3,00
mg/g; 2018 yilinda 1,32-2,60 mg/g ve tyrosol igerikleri 2017 yilinda 0,31-1,75
mg/g; 2018 yilinda 0,09-1,06 mg/g arasinda degigmistir. Bu bulgular literatiire
yakin degerler gostererek desteklenmistir.

Alkan ve ark. (2011), Gemlik ¢esidinde iki yili kapsayan aragtirmalarinda
hidroksitirozol miktarinin 1.13-18.57 mg/kg arasinda degistigini bildirmislerdir. Bu
caligmayla kryaslandiginda bu araligin oldukga genis oldugu goriilmiistiir. Kelebek
ve ark. (2012), Gemlik zeytin ¢esidinde yaptiklar1 ¢aligmada hydroxytyrosol, 4-
hidroksibenzoik asit, tyrosol, 2,3-dihidroksibenzoik asit, kafeik asit, vanilik asit,
vanilin, sirinjik asit, p-kumarik asit, ferulik asit, sinamik asit, apigenin ve luteolin
olmak fiizere toplam 13 adet fenol bilesigi tanimlamislardir. Tyrosoliin (9.85
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mg/kg) zeytinyaginda en baskin olan fenol bilesigi oldugunu ve bunu sirasiyla
apigenin  (5.40 mg/kg) ve hydroxytyrosol’in (3.21 mg/kg) izledigini
bildirmiglerdir. Denememizde tyrosol degerleri literatiire goére daha diisiik
bulunurken, hydroxytyrosol degerleri yakin bulunmustur.

Yillara gore toplam fenol sonuglari incelendiginde, 2017 yilinda Girit
Zeytini, Izmir Sofralik, Sinop No 5, Uslu ve Cilli cesitlerinde olgunlukla
azalmustir. 2018 yilinda Esek Zeytini (Odemis), Sinop No 5, Uslu, Cilli ve Nizip
Yaglik ¢esitlerinde 2017 yilina benzer olarak olgunlukla azalmistir. Muzzalupo ve
ark. (2011), 11 zeytin c¢esidinin yesil ve siyah olum ddneminde meyvelerin
biinyelerindeki fenolik bilesiklerin olgunlukla azaldigini bildirerek denememizle
uyumlu sonuglar gostermistir. Baldioli ve ark. (1996) yaptiklar1 ¢alismada da
zeytinyagimin oksidatif stabilitesinin fenolik bilesiklerin konsantrasyonu ile dogru
orantili oldugunu tespit etmislerdir. Calismamizda 2018 yili toplam fenolik madde
miktarlar1 siyah olum doénemi sonuglarinin 2017 yili siyah olum dénemine gore
daha diistik ¢ikmasi o yilin daha stresli bir y1l oldugunu gdstermistir.

Alagna ve ark. (2012), 12 gesitte toplam fenol igerigini belirledikleri
caligmada oleuropein, hydroxytyrosol ve tyrosol miktarlarinin Coratina ve Rosciola
cesitlerinde 150 mg/g’dan yiiksek oldugunu, Tendello ve Dolce d’Andria
cesitlerinde 50 mg/g’dan disiik oldugunu, diger ¢esitlerde ise 60-130 mg/g
arasinda degistigini bildirmislerdir.

Boskou ve ark. (2004), Yunan sofralik zeytin ¢esitlerini inceledikleri
caligmalarinda; her tip sofralik zeytinin, tiire gore degisen miktarlarda fenolik bir
profile sahip oldugu ve her tip sofralik zeytinin bilesimindeki polifenollerin nitel ve
nicel igeriginin zeytinlerin toplam antioksidan kapasitesini degistirmekte oldugu
sonucuna varmislardir.

Aktan ve Kalkan (1999), farkli zeytin cesitleri {izerinde yaptiklar
caligmalarla fenolik maddelerden bazilarmmin tek bir gesitte bulunabilecegini ve
bazi fenolik maddelerin miktarinda da c¢eside gore farkliliklar oldugunu
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bildirmiglerdir.. Zeytinin temel fenolik glikoziti olan oleuropeinin ¢eside gore
degistigini ve yaglik bir ¢esit olan Ayvalik ¢esidinde oleuropein miktarinin diger
cesitlere oranla daha fazla oldugunu bildirmislerdir.

Dagdelen ve ark. (2012), Ayvalik, Domat ve Gemlik zeytin ¢esitlerinde
Agustos ayindan Eylill ayma kadar farkli olgunluk asamalarindaki oleuropein,
hydroxytyrosol ve tyrosol miktarlarini belirlemiglerdir. Oleuropein igerigi en
yuksek Ayvalik ¢esidinin (209,58 mg/kg) Aralik ayinda, en diisiik igerige Domat
¢esidinin (10,01 mg/kg) Eylill ayinda; hydroxytyrosol igerigi en yiiksek Ayvalik
¢esidinin (517,78 mg/kg) Eyliill ayinda, en diisiik Gemlik ¢esidinin (119,47 mg/kg)
Ekim ayinda; tyrosol igerigi ise en yiiksek Domat ¢esidinin (52,17 mg/kg) Agustos
ayinda, en diisiik Ayvalik ¢esidinin (3,02) Aralik ayinda oldugu belirlenmistir.

Pirgiin ve Kegeli (2008), olgunluk bas1 ve sonunda zeytinlerin toplam fenol
iceriklerinin belirlemeye calistiklari ¢aligmada toplam fenol igeriginin 206 mg/g ile
315 mg/g (CAE) arasinda ceside baglh olarak degistigini ve olgunlagma ilerledikce
azaldiginm saptamislar.

Yorulmaz (2009), Anadolu’ya 0zgli zeytin ¢esitlerinin toplam fenolik
madde igeriklerinin 2006/2007 hasat sezonunda 1925,65-30775,30 ppm, 2007/2008
hasat sezonunda ise 5677,94-24073,85 ppm arasinda degisen degerlere sahip
oldugunu bildirmislerdir. Saurani (ortalama 19167,18 ppm) ¢esidi yiiksek fenolik
madde igerigiyle dikkat ¢ekmektedir. Varlig1 tespit edilen fenolik maddeler 2,4-
hidroksifeniletanol (tyrosol), kuromanin kloriir, kerasiyanin kloriir, p-kumarik asit,
akteosit, luteolin-7-glikozit, rutin, oleuropein, trans sinnamik asit, luteolin ve
apigenindir. En yaygin fenoliklerin oleuropein ve trans sinnamik asit olgugunu
bildirmiglerdir. Tiirk zeytinyaglarmin fenolik madde igerikleri 2006/2007 hasat
yilinda 48,72-340,43 ppm, 2007/2008 hasat yilinda 49.61-646.30 ppm arasinda
degisen degerler almigtir. Varligir tespit edilen fenolik maddeler 2,4-
hidroksifeniletanol (tirozol), syringik asit, p-kumarik asit, luteolin-7-glukozit, trans
sinnamik asit, luteolin ve apigenindir. Zeytinyaglarimizin temel fenolikleri ise
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luteolin, trans sinnamik asit ve luteolin-7-glikozit’tir. Denememizde ise sadece
oleuropein, hydroxytyrosol ve tyrosol miktarlar: degerlendirilmistir.

Arslan (2010), Tiirkiye’nin Giiney Anadolu bdlgesinde yer alan gesitli
lokasyonlardan (Alanya, Antalya, Ceyhan, Osmaniye, Karaman, Silifke, Hatay,
Antep, Kilis, Urfa ve Marag) 2006 ve 2007 yillarinda ii¢ farkli hasat doneminde
(1.donem (15 Eyliil- 1 Ekim), 2.dénem (20 Ekim- 1 Kasim), 3.donem (20 Kasim-
10 Aralik)) temin edilen Ayvalik, Gemlik, Kilis yaglik ve Sarmlak cesidi
zeytinlerin ve bunlara ait zeytin yaglarinin bazi fiziksel ve biyokimyasal
Ozelliklerinin incelendigi ¢alismada zeytinlerin olgunluk seviyelerinin artmasiyla
zeytin meyve ve yaglarinda toplam fenolik madde konsantrasyonunun azaldigini
bildirmislerdir. Daha o6nce yapilmis caligma sonuglarina gore yagisi ¢ok alan
lokasyonlardan veya sulama yapilan arazilerden elde edilen zeytin yaglarinda
fenolik bilesenler daha diisiik seviyelerde olmustur (Tovar ve ark. 2001; Romero ve
ark., 2002a). Denememizde de olgunlukla birlikte toplam fenol miktar1 azalarak
paralellik gdstermistir. Ayrica 2017 ve 2018 yihi farkli mevsimsel etkileri
denememizde de goriilerek desteklenmistir.

Sevim ve ark. (2016), iilkemizin Onemli zeytin gesitleri olan Ayvalik,
Memecik, Gemlik ve Uslu zeytin ¢esitlerinden elde edilen yaglarda 2011 ve 2012
hasat yilinda toplanan zeytinlerde toplam fenolik madde ve a-tokoferol miktarlarini
belirlemislerdir. Toplam fenolik madde miktarinin 46,15-383,67 mg CAE/kg yag
arasinda degismistir. a-tokoferol miktar1 ise 194,99-340,44 mg/kg yag arasinda
degisirken, denememizde 2017 yilinda 146,55-362,14 mg/kg (toplam yag), 2018
yilinda ise 175,13-250,44 mg/kg (toplam yag) arasinda degismistir. iki ¢alismada
da birbirine yakin a-tokoferol degerleri elde edilmistir.

Denememizde iki olum (yesil ve siyah) donemi calisgilmis ve toplam
fenolik madde mikar1 2017 yilinda 68,41 mg/g-7,55 mg/g (kuru madde) arasinda,
2018 yilinda 45,00 mg/g (kuru madde)-7,21 mg/g (kuru madde) arasinda
degismistir. Yesil olum doneminde toplam fenol miktar1 daha yiiksek cikarken,
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siyah olum doéneminde azalmistir. Sevim ve ark. (2016) toplam fenol analizini
yagda yaparken, bu calismada kuru maddeden elde edilen sonuglar alinmig olup,
bdylece daha diisiik toplam fenol icerikleri elde edilmistir.

Mousa ve ark. (1996), zeytinin yetistigi yiikseklik ile fenol igerigi arasinda
bir iligki oldugunu ve daha yiiksekte yetisen zeytinlerin fenol igeriginin daha az
oldugunu belirlemislerdir.

Kadakal (2009), Gemlik yontemi ile islenmis gemlik tipi sofralik
zeytinlerin fenolik profillerini inceledikleri ¢alismada 16 farkli lokasyondan
topladiklar1 6rneklerde tyrosol miktarnin 3,5-49,08 mg/100 g arasinda degistigini
bildirmislerdir.

Marsilio ve ark. (2002), Intosso Kaliforniya tipi iglenmis zeytinlerde
tyrosol miktarini, taze zeytinde 40 mg/100g (km), 4 ay salamurada bekletilmis
zeytinde 63 mg/100g (km), kostik muamelesi ve hava ile okside edilen zeytinlerde
152 mg/100g (km) olarak tespit etmistir.

Ocakoglu ve ark. (2009), yaptiklar1 ¢alismada iilkemizdeki ¢esitlerden elde
edilen zeytinyaglarinda hidroksitirozol, 4-hidroksibenzoik asit, tirozol, 2,3-
dihidroksibenzoik asit, 4-hidroksifenilasetik asit, kafeik asit, vanilik asit, vanilin,
syringik asit, p-kumarik asit, ferulik asit, sinnamik asit, luteolin ve apigenin varlig1
tespit etmiglerdir. Garcia ve ark. (2001) iki farkli zeytin ¢esidinden fretilen
zeytinyaglarinin fenolik madde miktarlarini belirlemisler ve natiirel zeytinyaginin
hidroksitirozol, tirozol, vanilik asit, vanilin, 4-(asetoksietil)-1,2- dihidroksibenzen,
p-kumarik asit, hidroksitirozol ve tirozola bagli elenolik asitin dialdehidik formu,
1-asetoksipinoresinol, pinoresinol, oleuropein aglukon, luteolin, ligstrosit aglikon
ve apigenine sahip oldugunu bildirmislerdir.

McDonald ve ark. (2001), yag ekstraktlarinin fenolik igerigi ve antioksidan
aktivitesi lizerine yaptiklar1 ¢alismada; dondurularak kurutulmus zeytinlerden elde
edilen fenolik madde bilesenlerini, ultraviyole, kimyasal iyonizasyon ve
elektrosprey iyonizasyonu kullanarak yiiksek performansli sivi-kromotografisiyle
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fraksiyonlara ayirmiglardir. Baz1 standartlarla birlikte bu fraksiyonlar bir sivi ve bir
lipid sisteminde antioksidan aktiviteleri agisindan test edilmistir. Cogu fraksiyonda
onemli derecede antioksidan aktivite goriilmiis ve bunun da fraksiyonun fenolik
bilesen igerigi ile iligkili oldugunu belirtmislerdir. Sonug olarak arastiricilar,
oksidasyon igleminin kinetiklerinin karmagikligina bagl olarak fenolik bilesiklerin
antioksidan aktivitesi aragtirilirken antioksidanlarin farkli konsantrasyonlarinda ¢ok

yoOnlii aragtirmanin gerektigine isaret etmislerdir.

101



5. TARTISMA Filiz BAYSAL

102



6. SONUC VE ONERILER Filiz BAYSAL

6. SONUC VE ONERILER

Ulkemiz zeytin genetik kaynaklarinin koruma altinda olmasi bu tiiriin
tizerinde yapilacak 1slah calismalarma zengin bir genetik taban olusturmaktadir.
Ozellikle son dénemdeki teknolojik ilerlemeler, biyolojik ve patolojik durumlarla
ilgili ~ transkripsiyonel  cevaplardan  sorumlu  binlerce  genin  hizla
degerlendirilmesine imkan vermektedir. Ozellikle pek cok Kkiiltiir bitkisine ait
genlerin biiylik ¢ogunlugunun sekanslarinin bulunmasi, biyolojik regiilasyonun
temelini teskil eden kompleks genetik ve protein etkilesmelerinin arastirilmasina
olanak saglamistir.

On yil oncesine kadar genlerin ifade diizeyleri ile iliskili aday genlerin
analizi real-time PCR ve mikroarray gibi yontemler ile yapilmaktaydi (Wollf,
2013). Giiniimiizde ise yeni nesil dizileme (YND) teknolojileri; DNA, RNA,
miRNA, Piwi RNA gibi hiicre igerisindeki biyolojik molekiiller hakkinda diisiik
maliyetle, hizl1 bir sekilde ve ayn1 anda ¢ok biiyiik miktarda veri elde edilmesini
saglamaktadir. YND yontemleri ve biyoenformatik araglarm c¢ok kisa siirede
geligmesi sonucu kapsamli teknolojilerin de ortaya ¢ikmasi ile tiim genom g¢apl
aragtirmalarda RNA dizileme yontemleri 6n plana ¢ikmaya baglamistir (Sariman ve
ark., 2013).

RNA Dizileme (RNA-Seq), transkriptomu niteliksel ve niceliksel olarak
aragtirmak i¢in yeni ve etkili bir yontemdir. RNA Dizileme, transkriptlerin tam
listesini ve genlerin yapisini tam olarak tanimlayabilir ve gen ekspresyon
seviyelerini dogru olarak Olgebilen bir teknolojidir. Yeni Nesil Dizileme
teknolojilerinde giinlimiizde pek ¢ok platform bulunmaktadir. Roche 454 (suan
kullanilmamakta) pirodizileme yontemini, Illumina Miseq/Hiseq/GA baz
senteziyle dizileme yontemini ve Solid Sistemi ligasyon yoluyla dizileme
yontemini kullanmaktadir. Diger gelismekte olan platformlar ise semi-konddktor
¢ip bazl dizileme ile lonTorrent, kati faza dayanan genetik dizileme platformu
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Helicos' ve en son olarak tek molekiilii es zamanl olarak dizileme sistemine sahip
Pasific Biosciences veya Oxford Nanopore teknolojileridir (Chu ve Corey, 2012;
Ustek ve ark., 2011; Sariman, 2013; Mutz ve ark., 2013; Quail ve ark., 2012)

Cok fazla yeni teknolojinin hayata gegirilmesi ile bitki biinyesinde cerayan
eden diizenleyici metabolik ag anlagilmaya calisilmistir. Bu teknoloji her bir genin
ekspresyon zamaninin ayrintili bir sekilde bilinmesine katki sagladigi gibi,
iizerinde caligilan tiirtin ne yonde biyolojik ve fonksiyonel savunma gelistirdigini
anlamamiza yardimci olmaktadir. Calismamizda daha 6nce zeytin i¢in tanimlanmis
NADPH-dependent geranylgeranyl reductase geni (OeCHLP) {izerinde durulmus
ve ekspresyon profili ve zamani hakkinda arastirmalar yapilmistir. OeCHL P geni,
meyvenin besinsel degeri yaninda bitkinin verim ve strese tepkisi ile ilgili
metabolik yollar igin gerekli olan klorofil, tokoferoller ve plastoquinone
bilesiklerinin  olusumunu katalizlemektedir. Bu bilesiklerin  olusumunu
katalizleyen genin 6zellikle son yillarda yapilan ¢alismalar neticesinde kuraklik,
151k, diisiik sicaklik, yiiksek sicaklik ve hastaliklar, yaralanma gibi biyotik ve
abiyotik stresler karsisinda ekspresyon seviyesini arttirdig1 yapilan pek ¢ok galisma
ile belirlenmistir.

Bitki metabolizmasinda ¢ok farkli gérevlerin yerine getirilmesinde kilit rol
oynayan OeCHL P geninin RT-PCR uygulamalariyla ekspresyon diizeyi arastirilan
bu ¢aligsmada yillara ve olum dénemlerine gore gen ekspresyon diizeyinde farkli
sonuglar vermistir. Calismamizda 2017 yilinda Girit Zeytini, Sinop No 5, Cilli,
Uslu, izmir Sofralik gesitleri 6ne ¢ikarken, 2018 yilinda ise Esek Zeytini (Odemis),
Sinop No 5, Uslu, Cilli ve Nizip Yaglik cesitleri 6ne ¢ikmustir. Iki y1l ortalamalari
degerlendirildiginde ise her iki yilda da 6ne ¢ikan ¢esitler Uslu, Cilli, Sinop No 5,
Nizip Yaglik, Otur ve Sagakli Otur ¢esitleri olmustur. Ancak c¢esitlerin gen
ekspresyon seviyeleri olum donemlerine gore degismistir. Bazi ¢esitlerde yesil
olum doneminde en yiiksek gen ekspresyon seviyesi gozlenirken, bazi cesitlerde
siyah olum doneminde belirlenmistir. Bu durum ¢esitlerin ¢igeklenme tarihi,
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meyve baglama donemi, yesil olum ve siyah olum donemlerine bagli oldugu
disiiniilmektedir. Ciinkii baz1 ¢esitlerde erkencilik s6z konusuyken bazi ¢esitlerde
geg cicek agma gozlenmistir. Bunun diginda meyve baglama dénemi 15 giin siiren
cesitler varken, bazi ¢esitlerde bir ay sliren meyve baglama dénemi gézlenmistir.
2017 ve 2018 yili aylara gore ortalama sicaklik ve yagis miktari degerlerinin
birbirinden farkli olmasi ve 2018 yilinda zeytinliklere zarar veren ve agaclarda
stres olusturan zeytin sinegi zararlis1 lizerinde ¢alistigimiz genin degisik seviyelere
sahip olmasina sebep olmustur. Ancak bu konuya dair yapilmis simdiye kadar ki
caligmalar incelendiginde bu genin ifade diizeyini etkileyen pekcok faktoriin var
oldugu bildirilmistir. Calismamizin sonuglarinda gen ekspresyonunu etkileyen ana
sebepler tahmin edilirken, diger faktorlerin ne decerece etkiledigini anlayabilmek
icin bu konuda daha detayli ve kontrollii sartlarda arastirma yapilmasi
gerekmektedir.

Sonug olarak elde edilen bulgular iizerine etki eden faktdrlerin sayisi
olduk¢a fazla bulunmustur. OeCHL P geninin ekspresyon seviyesi yillara gore
farklilik gostermesi bu genin abiyotik stres sartlarindan etkilendigini gostermistir.
Bunun yaninda OeCHL P geni ekspresyon seviyesinin meyvelerin farkli gelisim
asamalarinda farkli miktarlarda seviyesini arttirdiginin belirlenmesi ve o6zellikle
erkenci gesitlerde yesil olum doneminde ifadesinin yiiksek olmasi erkencilik ve
gecccilik  gibi  gesit Ozellikleri gibi  faktorlerle bir baglanti olabilecegini
gostermistir.

Ulkemize ait degerli 39 cesidin dikkate alindig1 bu ¢alismada OeCHL P
gen ekspresyon seviyesi en yiiksek ¢ikan Cilli, Esek Zeytini (Odemis), Girit
Zeytini, Izmir Sofrahk, Nizip Yaghk, Sinop No 5 ve Uslu cesitleri neredeyse
iilkemizin zeytin yetistiricilik yapilan tiim alanlarini temsil edecek c¢esitlerdir.
Aragtirmadan elde edilen bulgular 1s181inda uygulamaya yonelik olarak asagidaki

onerileri yapmak miimkiindiir:
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-Aragtirmaya konu olan ¢esitlerden Girit Zeytini, polifenol igerigi yiiksek,
kendine has kiigliik meyvelere sahip bir gesittir. Calismamizda 2017 yilinda yiiksek
bir OeCHL P gen ekspresyonu sergilemistir. Yapilan a-tokoferol ve oleuropein
analizlerinde ise en yiiksek degere sahip g¢esit olmustur. Olgunlagsma ilerledikge
oleuropeinin, hydroxytyrosol ve tyrosola pargalandigi bilinmektedir. Bundan
dolay1 diger cesitlerle kiyasladigimizda bu gesit diger cesitlere gore oleuropeini
daha yavas pargalanan bir ¢esitte diyebiliriz. Bu denli yiiksek besinsel degere sahip
ve Ozellikle elde edilen yagin duyusal 6zelliklerinin iyi oldugu bilinen bu ¢esidin
daha fazla yetistirilme olanaklarina sahip olmasi ve islah g¢aligmalarina dahil
edilmesi hem bu cesitten saglik yoniinden daha ¢ok faydalanmamizi hem de yeni
cesitlerin gelistirilmesi agisindan énemli olacaktir.

[zmir Sofralik, yesil olarak degerlendirilen meyveleri ¢ok iri bir gesittir.
Calismamizda Girit Zeytininden sonra en yiiksek a-tokoferol ve oleuropein
icerigine sahip olmustur. Hem besinsel hemde irilik yoniinden 6ne ¢ikan bu gesit
Ozellikle son yillarda dis pazarn biiylik meyveli zeytin cesitlerine olan egilimi
dikkate alindiginda 6n plana ¢ikarilabilecek bir gesittir.

Esek Zeytini (Odemis)’de izmir Sofralik zeytin gesidi gibi iri meyveli bir
cesittir. Esek zeytini (Odemis), diger zeytin cesitlerine gore gec cicek acan ve yesil
olum dénemi uzun siiren bir ¢esittir. Siyah olum déneminin tamamini gérmeden
vejetasyon siiresini tamamlamaktadir. Birinci yilda kayda deger bir OeCHL P gen
ekspresyon seviyesi belirlenmeyen bu ¢esidin ikinci y1l hem yesil hem de siyah
olum doneminde ekspresyon seviyesinde artis gdstermesi onu diger cesitlerden
ayiran Ozelligi olmustur. Ciinkii pek ¢ok ¢esit tek olum doneminde en yiiksek
OeCHL P gen ekspresyonu sergilerken, Esek Zeytini (Odemis) iki olum
doneminde de daha fazla ekspresyon seviyesine sahip olmustur. Besinsel yonden
degerlendirildiginde ise Girit Zeytini ve Izmir Sofralik gesitlerinden sonra en
yiksek a-tokoferol miktarmma sahip olmustur. Oleuropein igerigi ise Girit
Zeytini’nden diisiikken Izmir Sofralik’dan daha yiiksek bulunmustur. Oleuropeinin,
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hydroxytyrosol ve tyrosola par¢alanmasi ise Izmir Sofralik gesidinden daha az
olmasi besinsel potansiyelini korudugunu gostermistir. Bundan dolay1 bu gesitte dis
pazarin isteklerine uygun iri gesitler arasinda degerlendirilebilir.

Sinop No 5 ¢esidi, Karadeniz Bolgesi’ne 6zgi bir ¢esit oldugu bilinse de
simdiye kadar lizerine ¢ok fazla ¢aligma yapilmig bir gesit degildir. Caligmamizda
iki yil {ist iiste gen ekspresyonu yiiksek ¢ikan gesitlerden biri olmustur. Bu ¢esit iki
yilda da yiiksek bir a-tokoferol ve oleuropein igerigine sahip olmus ve hatta ikinci
yil ortaya cikan biyotik ve abiyotik stres sartlar1 kimyasal bilesimini ¢ok az
etkileyerek bu ¢esidin besinsel 6neminin ortaya konulmasina yardimei olmusgtur.

Uslu c¢esidi, erkenci cesitler arasindan en yiiksek OeCHL P gen
ekspresyonuna sahip cesit olmustur. Oleuropein ve a-tokoferol icerigi diger one
cikan cesitlere nazaran diisiik belirlense de yetistiricilik icin erkenci gesitler i¢cinde
oncelik verilecek bir g¢esit olabilir.

Nizip Yaglik, Giineydogu Anadolu Boélgesine 6zgili ve kuraklik stresine
dayanikli bir ¢esit olarak bilinmektedir.Yag verimi oldukga iyi olan bu gesit, Girit
Zeytini ile beraber diger yaglik zeytinlere goére daha yiiksek bir OeCHL P gen
ekspresyon oranima sahip olmustur. 2018 yilinda a-tokoferol orani, diger dort
ceside gore diisiik bulunsa da oleuropein igerigi bakimindan en yiiksek ikinci
zeytin ¢esidi olmustur. Hem gen ekspresyonu hem de besinsel degeri yoniinden dne
¢ikan bu gesit kurak bolgeler icin tavsiye edilebilir.

Cilli, Ege Bolgesine 6zgii, sofralik bir zeytin ¢esidi olup zeytin sinegine
hassas, uzun bir olgunlagma siiresine sahip meyve eti yumusak ve soguga dayanikli
bir cesittir. Izmir'in Bornova, Kemalpasa, Manisa'in Turgutlu ilgeleri
yetistirciliginin yaygin bolgeleridir. Esek Zeytini (Odemis), Girit Zeytini, Izmir
Sofralik, Nizip Yaglik, Sinop No 5 ve Uslu zeytin ¢esitlerine gore a-tokoferol ve
oleuropein igerigi nispeten diisiik ¢iksada bu ¢esidin 32 ¢esidi geride birakip siyah
olum doneminde yiiksek bir gen ekspresyon seviyesi gdstermesi aslinda bu ¢esidin
kendine 6zgii bir savunma 6zelliginin olabilecegini gdstermistir.
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Ozellikle son yillarda kiiresel 1stnmanin yol agtigi mevsimsel degisiklikleri
bitki yasami, dolayisiyla diger canlilarin yasami igin de tehlike olusturmasi,
yapragindan ¢ekirdegine kadar tiimiiyle degerli olan zeytin agacmin stres
faktorlerine dayaniklilik mekanizmalarmin belirlenmesinde rol alan genlerden olan
OeCHL P genine yonelik yaptigimiz bu ¢aligmada, stres durumlarinda en yiiksek
gen ekspresyon oranina sahip cesitler belirlenmistir. Calismamiz literatiirlerle
kiyaslandiginda paralellik gosteren ¢alismalar olsa da 6zellikle kimyasal analizlerin
ve elde edilen bulgularin kullanilan doku, uygulanan yontem ve cihazlara bagh
olarak degiskenlik gdosterdigi belirlenmistir. Bunun yaninda zeytin ¢esitlerinin
yetistirildigi bolge, kiiltiirel islemler, iklim faktorleri, hastalik ve zararlilar,
olgunluk derecesi vb. gibi pek ¢ok faktorden etkilenmesi ileride yapilacak
caligmalarda daha fazla faktoriin dikkate alinarak degerlendirilmesi gerektigini
gostermistir.

Caligma sonrasinda ©One c¢ikan ¢esitlerin periyodisite durumlari
incelendiginde ise en yiiksek OeCHL P gen ekspresyon oranina sahip Uslu ve Esek
Zeytini (Odemis) iyi bakim sartlarinda periyodisite egilimi ¢ok diisiik cesitlerken,
Cilli, Girit Zeytini, izmir Sofralik, Nizip Yaglik ve Sinop No 5 gesitleri bu gesitlere
gore daha yiiksek periyodisite egilimi gostermektedir. Bu noktada periyodisite ve
OeCHL P geni arasinda bir baglantinin da olabilecegini gostermistir. Ancak ileride
yapilacak yeni calismalarla desteklenmelidir.

Caligmamizda kullanilan Karadeniz Bolgesi’ne 6zgii gesitlerde ise simdiye
kadar yeterli ¢alisma yapilmadigi gibi gereken oOneminde verilmemis oldugu
belirlenmis ve sonuglarin degerlendirilmesinde sorun teskil etmistir. Ancak One
¢ikan ¢esitlere baktigimizda iilkemizin her bolgesini temsil edecek ¢esitlerin ortaya
¢tkmasi, ¢ok biiylik bir zeytin genetik kaynak potansiyeline sahip oldugumuzu
gostermistir. Ozellikle son yillarda saglikli yasam ve beslenme gibi konularin 6ne
¢ikmasi, bireylerin aligkanliklarin1 bu yonde degistirmesi zeytin ve zeytinyaginin
Ooneminide arttirmistir. Bundan dolay1 ¢aligmamizla 6ne ¢ikan bu ¢esitlerin tiretime
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kazandirilmasi, 1slah galigmalarina dahil edilmesi hem pazar imkani saglama hem
de katma degerin yurt iginde kalmasi ve istihdam gibi ekonomimiz i¢in 6nemli

alanlara katkida bulunacagi yadsinamaz bir gergektir.
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