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OZET

BAZI ZEYTIN CESITLERINDE SAD GENININ EKSPRESYON
SEVIYELERININ BELIRLENMESI VE POLIMORFIiZM ANALIZi

Oznur SUAKAR

Balikesir Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dal

(Yiiksek Lisans Tezi / Tez Damismani:Yard. Doc. Dr.Ekrem DUNDAR)

Balikesir, 2006

Bu calismada, zeytin yagmin ana bilesenlerinin yaklasik % 85 ini olusturan
oleik asitin biyosentezini katalizleyen (enzimi kodlayan) A9-Stearoyl ACP desaturazin
cesitler aras1 ve meyve gelisim asamalarindaki mRNA seviyeleri tespit edilerek, bu
asamalardaki yag verimleriyle karsilastirilmistir.  Ayrica bu genin c¢esitler arasi
restriksiyon polimorfizmi tespit edilmis ve bu polimorfizmin yag verimiyle iligkisi
incelenmistir. Meyve ornekleri Edremit Zeytincilik Fidan Uretme Istasyonu’ nun
bahgesinde bulunan, Ayvalik, Memeli, Kiraz, Uslu ve Memecik zeytin c¢esitlerinden

Temmuz ve Kasim aylarinda toplanmastir.

Zeytin meyvelerinden izole edilen RNA o6rneklerinden RT-PCR ile her ¢esit i¢in
ayr1 ayr1 A9-Stearoyl ACP desaturaz genine ait cDNA cogaltilmistir. Agaroz jel
elektroforezi ile ekspresyon seviye farklilig1 tespit edilmistir. Sonuglarin analizi, yaglk
cesitlerde ekspresyon seviyesinin (sofralik olanlara kiyasla daha fazla) gelisime paralel
olarak arttigini, meyvedeki yag oraninin genin mRNA ekspresyon seviyelerine paralel
sonuglar verdigini ortaya ¢ikarmistir. Her cesitten RT-PCR yoluyla elde edilen cDNA’
larin 4 farkli restriksiyon enzimi ile kesimi sonucu, zeytin genomunda bulundugu bilinen
bu genin (A9-Stearoyl ACP desaturaz) iki kopyasinin, biitiin ¢esitlerde Msp I kesim

bolgesi agisindan fark gosterdigi tespit edilmistir. Hinf I kesim bolgesi icinse ¢esitler



aras1 polimorfizm oldugu goriilmiistiir. Genomik DNA’ dan elde edilen PCR iirlinlerinin

ayni enzimlerle kesilmesi bu polimorfizmleri dogrulamstir.

ANAHTAR KELIMELER: Zeytin, zeytin yag1, Olea europaea L., A9-Stearoyl
ACP desaturaz, mRNA ekspresyon seviyeleri
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ABSTRACT

DETERMINATION OF STEAROYL ACP DESATURASE EXPRESSION
LEVELS AND POLYMORPHISM ANALYSIS IN SOME OLIVE CULTIVARS

Oznur SUAKAR

Balikesir University, Institute of Science, Department of Biology

(ML.S. Thesis / Advisor:Assistant Prof. Dr. Ekrem DUNDAR)

Balikesir- Turkey - 2006

In this study, Stearoyl ACP desaturase which is responsible for oleate (that
comprises about 85 % of the major compounds of olive oil) biosynthesis was
investigated in olive (Olea europaea L.) cultivars with respect to expression levels
between cultivars in two developmental stages, and correlation of oil yield.
Polymorphism of this gene among cultivars, and relationship between polymorphism of
this gene and oil yield was also investigated. Olive fruit samples was obtained from
Edremit Olive Seedling Propagation Station from Ayvalik, Memeli, Kiraz, Uslu, and

Memecik cultivars in July and November.

Using total RNA extracted from each olive fruit sample, RT-PCR was performed
and difference of A9-Stearoyl ACP desaturase mRNA levels was determined. Cultivars
majorly used for oil were found to contain more mRNA expression than that of cultivars
majorly consumed as table olive. Developmental expression was in parallel with oil
yield especially for oil olives. Restriction analysis of A9-Stearoyl ACP desaturase
cDNA with four different enzymes revealed a polymorphism (Mspl) between two copies
of this gene in olive genome, and a polymorphism between oil cultivars and table
cultivars (Hinfl). Restriction analysis of PCR amplifications from genomic DNA also

confirmed these polymorphysms.
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KEYWORDS: Olive, olive oil, Olea europaea L., A9-Stearoyl ACP desaturase,

mRNA expression levels.
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KISALTMALAR

ABA Absisik Asit

ACP Acyl Carrier Protein (Agil tasiyici protein)
AT Asetil Ko A ACP transasetilaz

bp Base pair ( Baz ¢ifti)

cDNA Complementary DNA ( Komplementer DNA)
DNA Deoksiriboniikleik asit

dNTP Deoksiriboniikleosid trifosfat

DEPC Dietilpirokarbonat

DMSO Dimetil Siilfoksit

EDTA Etilendiamintetraasetik asit

ER Enoyl ACP rediiktaz

EtBr Etidyum bromiir

gDNA Genomik DNA

HD B hidroksibiitiril ACP dehidrataz

Co A Koenzim A

Kb Kilo baz

KS B ketoacil ACP sentaz

KR B ketoagil ACP rediiktaz

MT Malonil KoA ACP transferaz

NAD Nikotinamit adenin dintikleotit

NADPH Nikotiamit adenin diniikleotid fosfat

oD Optik Densite

PCR Polymerase Chain Reaction (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)
PDH Piruvat Dehidrogenaz

DNA Deoksiribontikleik asit

RNA Riboniikleik asit

RT-PCR Reverse Transcriptase- Polymerase Chain Reaction (Revers Transkriptaz

Polimeraz Zincir Reaksiyonlar1)
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SAD

SDS
Taq
TBE
TE
uv

Stearoyl Acyl Carrier Protein Desaturase (Stearoly agil tasiyict protein
desaturaz)

Sodyum Dodosil Siilfat

Thermus aquaticus

Tris borat etilendiamintetraasetikasit

Tris-EDTA

Ultraviole
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1. GIRIS

1.1 Zeytin

Ekonomik degerinden, besinsel 6zelliklerinden ve agag olarak dayanikli olup
uzun yillar meyve vermesinden dolay1 zeytin (Olea europaea L.) dnemli bir agactir.
Yag liretimi i¢in 6nemli olan zeytinin var olusu antik uygarliklara dayanmaktadir.
Yunanca ‘“elaia” dan gelen zeytinin Latincesi olan “olea” nin etimolojik kdokeni

yagdir ve birgok Avrupa dillerinde de ayn1 anlama gelmektedir [1].

Zeytin agacinin yapraklart bir cok donemde, zafer, akil ve baris simgesi
olarak kullanilmigtir. Nuh' un gemisine agzinda bir zeytin dali ile geri donen
giivercin biiylik sel felaketinin sona erdigine dair bir isaret sayilmigtir. Tarihte
krallarin asas1, din adamlarinin kutsal yag1, barisin ve onurun simgesi olmustur. Ilk
Grek ve Roma yazitlarindan zeytinin barigin ve birlikteligin ebedi simgesi olduguna
deginilmistir [2]. Yunan ve Roma uygarliklarinda zeytin agaci, bolluk ve bereketin

yani sira zafer ve barigin da simgesi olmustur.

Zeytine ait kalintilar gegmis zamanlarda da bulunmustur : Zeytin fosillleri,
Italya’ da Mongardino’ da Pliyosen devrine ait kalintilarda, Kuzey Afrika’ da
Relilay’da salyangozlarin beslendigi yerlerde iist Paleolitik doneme ait katmanlarda,
ve Ispanya *daki kazi1 ¢alismalarinda Eneolitik ve Bronz devrine ait kalintilarda tespit
edilmistir. Dolayistyla agacin gegmisinin 12 bin yil 6ncesine dayandigi kesin bir
sekilde sdylenebilmektedir. Yetistiriciligi ise, yaklagik 6000 y1l 6nce Anadolu’ da
baslamistir. Bu bolgede eski donemlerde yasamis halklar arasinda Sadece Asur’

lular ve Babil’ liler bu konuda bilgi sahibi olmamustir [2].

Zeytin meyvesi ¢esitli sekillerde islenmek suretiyle tiiketilir. Bu islem, basit
bir salamuraya yatirmakdan, aciligin fermantasyon yoluyla giderilmesine veya

kimyasal bilesiklerle tatlandirmaya kadar uzanir [2].

Insanlar bu bitkinin odunu ve meyvelerinin yanisira, yagindan kozmetik

sanayisinde ve tip alaninda da yiizyillardir faydalanmislardir.  Zeytinin insan



sagligina ve beslenmesine olan Ooneminin yaninda dogal hayata olan faydalar da
dikkate alinarak zeytin yetistiriciligine biiylik bir ivme kazandirilarak giliniimiize

kadar gelmesi saglanmistir [2].

Akdeniz havzasindaki alanlardan elde edilen zeytin yagi, diinya zeytin yagi
iretiminin % 90’indan fazlasini karsilamaktadir. Bu nedenle zeytin yetistiriciligi,

hala modern yasamin saglik ve ekonomisi i¢in 6nemlidir [3].

Siniflandirma sistemine gore zeytin, 20-29 cinse sahip olan Oleaceae
familyasina dahildir [4, 5]. Olea cinsi, hepsi nispeten gii¢ yetistirme sartlarina sahip
sahalardan ¢ikan ¢esitli tiir ve alt tiirleri igermektedir [6]. Bunlarin ¢ogu calilar veya
agaclardir. Yenilebilir meyvesi olan tek tiir, kiiltiir zeytinin de dahil oldugu Olea

europaea L.” dir ve siniflandirmasi asagidaki sekilde yapilmistir [6].

Alem : Yesil bitkiler
Alt alem : Tracheobionata
Superdivision : Spermatophyta
Division : Magnoliophyta
Sif : Magnoliopsida
Altsiif : Asteridae

Ordo : Lamiales

Aile : Oleacea

Cins : Olea

Tiir : Olea europaea

1.2 Zeytinin Dagilisi

Giliney Asya’ nin bir kismuini, Tiirkiye’ nin Anadolu bélgesini ve Suriye’ yi
[7] i¢ine alan Mezapotamya’ nin yukar1 bolgelerinden orijinlenmistir. Yayilis1 iki
yoldan olmustur: Sekil 1° de goriildiigli gibi birincisi Misir tizerinden Tunus ve Fas’
a, digeri ise Anadolu boyunca Ege adalari, Yunanistan, Italya ve Ispanya’ ya

dogrudur. 1lk kiiltiire alinis1 ve 1slah1 Samiler tarafindan olmustur [8-11].



Zeytin, 500-1000 yil yasayabilme 6zelligine sahip oldugu halde, 3 veya 4
yasinda verime baglar ve 12-20 yaglarinda tam verime ulasir. Ekonomik olarak 80-
100 yasina kadar yasayabilir [6]. Bartolini ve arkadaslar1 (1993) tarafindan yapilan
aragtirmada, zeytinin diinya genelinde 1200 isimli ¢esidi ve 3000 iizerinde de
sinoniminin oldugunu gostermistir [12]. Ancak zeytinin kendine uyumsuz olmasi,
vejetatif olarak ¢ogalmasi, periyodisite gostermesi, yetistiricilikte cesitli sorunlara

neden olmaktadir [3, 13].

Zeytincilik i¢in ideal bir yer olan Akdeniz bolgesinin disindaki diger yerlerde
yetistiricilik ¢ok 1yi yapilamadigindan dolayi, zeytin Akdeniz ikliminin giivenilir

indikatorii olarak [13] belirlenmistir [2].

<—I<—1<— V%URKIYE

I

Sekil 1. Zeytinin anavatani ve yayilis yollar1 [6].

1.3 Zeytin Meyvesinin Ozellikleri

Zeytin meyvesi drupa tipi meyve olup [1] Sekil 2’ de goriildigi gibi 3

kisimdan olusur:



Epikarp veya kabuk, mezokarp veya et, endokarp veya ¢ekirdek (bir bazen iki

tohumu saran odunsu kesim).

Zeytin meyvesi diger ¢ekirdekli meyvelerden kimyasal igerigi ve
organoleptik Ozellikleri agisindan farklilik gostermektedir. Epikarp ve mezokarpin
homojenizasyonu sonucu elde edilen hamurundaki seker miktar1 % 2,5-6 gibi

nispeten daha azdir.

l »Sap

Epikarp
Mezokarp

Endokarp
Cekirdek

Sekil 2. Zeytin meyvesinin kisimlarini gosteren dikey kesit [2].

Hiicre ve dokularin yapt maddeleri olan lipoprotein, fosfolipid, glukolipid
gibi kompleks yag bilesimlerine ilave olarak yas hamurda % 17-30 a varan farkl
damlaciklar seklinde yiiksek miktarda yagli maddeler bulunur. Ancak, zeytin gibi
meyvelerde, sabit yag birikimi, yag birikme keseleri olmadigi i¢in tohumda degil, etli

perikarpta olur [14].

Tanesine has oleuropein olarak bilinen acilik bulunmasi nedeniyle sadece
diger cekirdekli meyvelerden degil, biitiin bitkiler aleminin diger meyvelerinden
ayrilir.  Bu oOzellikleri nedeniyle tanesi tatli olmayip hatta olgunluk ve asiri

olgunlukta dahi acidir [2].

Bitkisel orijinli diger biitiin meyvelerde oldugu gibi, kabuk-et kismi zeytinde
parankimatik hiicrelerden olusmustur. Meyve etinin (mezokarp) parankimatik

hiicrelerinin insan i¢in besleyici ve biyolojik bir degeri vardir [2].



Yenilebilir lipitlerin kaynagi cogunlukla sebze yaglar1 olup, diinyadaki
tiketimi % 75’ten fazladir. Bunlardan, % 75’ 1 endosperm ve yag tohumlarindan
(soyafasulyesi, turp yagi tohumu), geri kalani ise meyvenin perikarpindan (palmiye,

zeytin) elde edilir [14].

Zeytin agaci, uzun Omiirlii olmasi ile diger bir ¢ok meyve agac¢larindan
ayrilmaktadir. Agacinin gévdesi bir nedenle 6liirse veya herhangi bir sekilde ortadan
kalkarsa, ufak bir kok parcast veya kiiciik bir siirgilinii, onun tekrar meydana gelmesi

icin yeterli olabilmektedir [80].

Zeytinlerin ¢iceklenmesi havalar kurak ve ayn1 zamanda sicaklik yiiksek ise
Nisan 20’ den baslar ve Mayis 20’ ye kadar devam eder. Fakat yagisl ve serin
gecen yillarda Haziran ortalarina kadar siirdiigli goriilmektedir [80]. Cigeklenmeden
25 gilin sonra agactaki kiiclik meyvelerin sayis1 sabitlesir. Haziran sonunda
dollenmesini tamamlayan ¢iceklerin ta¢ yapraklarn diiserek meyvecik kendini
gostermeye baslar. Temmuz ay1 icerisinde kiigiik sagma biiyiikliiglindeki tanelerinde
yag olugsmaya baglamistir. Meyvelerde gelisme, Sekil 3° de goriildiigii gibi rengi ile
de kendini gosterir. Baslangicta koyu yesil olan zeytinler giderek acik yesil, acik
sar1, koyu kirmizi ve sonunda siyah renk alir [1, 2]. Zeytinin olgunlagmasi zaman
aldigindan, tane agagta uzun bir siire kalir ve bu iki ii¢ aylik kalisg zeytinin hasadi i¢in

elverisli bir siiredir [2].

1.4 Zeytin Meyvesinin Geligimi

Normal déllenmis meyvelerinin gelismesi diger bir ¢cok c¢ekirdekli meyvenin
gelismesine benzemektedir. Meyve gelismesi ve olgunlasmasimnin asamalart son
zamanlarda Tombesi [15] tarafindan yeniden incelenmistir. ~ Normal dollenmis
meyveler tam ¢iceklenmeden yaklasik 10 giin sonra daha koyu renkleri ile ayirt
edilebilmektedirler. Iki karpelden birindeki bir embriyonun gelisimi tam
ciceklenmeden 20 giin sonra acik bir sekilde gériilebilmektedir [16]. Ikinci karpel
bir kenara itilir ve yok olur. Bu sebeple tam ¢igeklenmeden yaklasik 40 giin sonra
cekirdegin ortasinda sadece gelisen bir tane embriyo goriilmektedir. Ddllenmeden

itibaren tam siyah olgunluga kadar meyvenin bes gelisme devresi goriilmektedir [17,



18]. Bu devreler, bir baslangic ve bitis asamasi olan temel bir ¢ift sigmoid gelisme
egrisinin pargasidir.  Dollenmeden sonraki ilk hiicre bdliinmesi hizlidir ancak
yaklasik 10-15 giin sonra hizli hiicre biiylimesi belirgin olmaktadir. Birinci hizl
gelisme periyodu (devre II) esas itibariyle endokarpin gelismesini, bir dereceye kadar
da mezokarp ve ekzokarp gelismesini kapsamaktadir. II. devre esnasinda meyve
ekseriyetle gelismekte olan c¢ekirdekten ibaret olup, bu devre Temmuz
baslangicindaki c¢ekirdek katilagsmasi ve sertlesmesine kadar slirmektedir. Daha
sonra meyve gelismesi onemli derecede yavaslamakta ve meyve gelisiminin III.
devresi baslamaktadir. Yavas gelismeyi kapsayan bu III. sathada embriyo ve
cekirdek kesin boyutlarina ulasir ve ¢ekirdek sertlesmesi tamamlanir . Bu periyodun
sonunda (Temmuz sonu) meyve eti hiicrelerinin esas biiylimesi baslar ve bdylece

hizli meyve gelismesi meydana gelir (devre V).

IV. devredeki hizli meyve gelisimi esnasinda yag biyosentezi ve miktar artisi
baglar (lipogenesis). Bu hizli meyve gelisme devresi meyvenin renk degistirmeye
basladig1 sonbaharda sona erer. Bundan sonra meyvenin gelisimi belirgin seklide
yavag olmakta ve degisik olgunlasma siirecleri meydana gelmektedir.  Meyve
biliyiime ve gelisiminin bu bes evresi O. europaea’ nin biitiin ¢esitleri i¢in tipiktir.
Her bir devre esnasinda gelismenin hizi ve siiresi, her ¢esit ve gelisme kosulu i¢in
belirlidir. Degisik gelisme devreleri ve 6zellikle gelismenin yavas oldugu III. Devre
icin her meyvenin gelisme egrisinin ayr1 olmasi sebebiyle, bu meyve populasyonu
icin ortalama olarak tespit edildiginde, bu hiz ve siire her zaman belirgin

olmamaktadir [18].

Meyvenin ilk aktif gelisme periyodu esnasinda (devre II) esas gelisen doku
cekirdektir. Bu periyodun ikinci yarisinda meyve hacminin % 80’ine kadar ki
kisminm1 ¢ekirdek olusturmaktadir. Bdylece, ikinci devrenin sonlarinda su stresi
iceren periyot, olgunluk doneminde muhtemelen uygun bir et-¢ekirdek oranimi
saglayan nispeten ufak bir g¢ekirdek sonucunu dogurmaktadir. Ger¢ek meyve
biiyiikliigii ekseriyetle meyve eti ve meyve kabugunun hizli bir sekilde gelistigi IV.
devre esnasinda Agustos ayinda, az bir miktarda bile olsa su uygulamasinin,
meyvenin en son biiytikliigli ve yag birikimi iizerinde dnemli bir etki olusturdugunu

gostermistir [19]. Bir ¢ok durumda da erken su uygulamasi, sulanmayan zeytinlere



oranla meyve biiylkliigli ve yag muhtevasi lizerinde ¢cok az bir etki yaratmistir [20,

21].

Meyve ¢ekirdeginin sekli her ¢esit i¢in tipiktir ve meyve sekli ile yakindan
iligkilidir. Ayrica g¢ekirdegin morfolojisi, karakterize etmek ve tanimlamak igin

faydal1 ve giivenilir bir aractir [22].

1.5 Meyvenin Olgunlagmasi Ve Yag Olusumu

Zeytin meyvesinin olgunlagsmasini belirlemek giictiir. Bu nedenle olgunluk
icin kesin, objektif standartlar yoktur. Meyve dokusunun klorofil muhtevasinin
azalmaya bagladigi donem olgunlugun baslangici olarak tanimlanabilir. Yesil
olgunluk deyimi; meyvelerde Antosiyanin miktarinin artmasi veya meyvelerin
kararmaya baglamasinin birkag¢ giin Oncesi, biitlin meyvenin agik yesil bir renge
ulastig1 donemi belirtmektedir. Yesil olgunlukta meyve sertliginden biraz kaybeder
ve eti ¢ekirdeginden kolay ayrilan ¢esitlerde ¢ekirdek meyve baskisi ile disartya
itilebilir. Bu devrede hala aktif yag artis1 oldugundan, yag icerigi seviyesi olgunluk
icin giivenilir bir belirleyici degildir.  Kimyasal olarak zeytin meyvesinin
olgunlagmasi; meyvelerin seker igeriginde bir azalmayla ve 6zellikle yiiksek alkol ve
terpen gruplarindan cesitli aroma bilesiklerinin miktarlarindaki artmayla iligkilidir.
Seker alkolleri ve 6zellikle mannitol zeytindeki biinyesel maddelerin gecislerinde
onemli bir rol oynamaktadir [15, 23]. Diisiik yag icerikli ¢esitlerde meyve
olgunlagma periyodunun basinda, seker ve yag seviyeleri paraleldir, yiliksek yag

icerigine sahip olan ¢esitlerde ise seker seviyesi azalmaktadir [24].

Zeytinde meyve olgunlasmasinin biitiin siireci tek bir modele sahiptir.
Meyvelerde etilen olusumu olgunlagsma ile artmasina ragmen, etefon uygulamasi
olgunlagsma iizerinde az bir etkiye sahiptir [25]. Zeytinin olgunlagmasiyla etilen
irtiminin arttig1 ve artan etilen miktarinin da zeytinin daldan ayrilmasinda etkili

oldugu yapilan ¢alismalarda kanitlanmastir [26, 27].

Olgunlukta veya hasatta meyvede olusan yagin potansiyel miktar1 genis

anlamda c¢esit tarafindan belirlenmekte fakat, bu miktar biiyiilk Olgiide gelisme



sartlari, yas ve iklime ve daha az derecede meyve yiikiine bagh olarak degismektedir.
Yag tesekkiilii biitlin ¢esitlerde IV. gelisme doneminin baslangicindan kisa bir zaman
sonra baglamakta, bdylece perikarp hiicrelerinin aktif gelisimine paralel olarak
olugmaktadir. Olusan kiiciik yag damlaciklart endoplazmik retikulum uglarinda

birikmektedir [28].

Doéllenmeden sonra tohumun farkli gelisme donemleri siiresince yag asitleri
bakimindan siirekli bir degisim ortaya ¢ikmaktadir. Ozellikle C18 yag asitleri
kompozisyonunun sicaklik basta olmak tizere ¢evresel etkilere karst oldukca duyarli
oldugu ve ayrica genetik olarak kontroliine embriyonun cekirdek etkisi disinda

sitoplazmik ve maternal etkilerin de s6z konusu oldugu belirtilmistir [29].

Gelisme peryodunun ilk yarisinda zeytin meyvesinin agirligi oldukga linear
oranlarda artar, bu ylizden c¢iceklenmeden sonraki ilk 10 hafta icinde yag
depolanmasi gozlenebilir. Endokarpin lignifikasyonu, ¢igeklenmeden sonraki 10-12
haftalar arasinda gerceklesir. Bu olay triacilgliserit (TAG) sentezinin ve dolayisiyla
etli kisimda ve tohumda yag birkiminin basladiginin belirtisidir [1]. Zeytinde
mezokarp ve tohum olmak iizere 2 farkli dokuda TAG seviyesi oldukca yiiksektir.
Mezokarp dokusundaki yag icerigi ; kuru agirligin % 75’ ini, toplam yag agirliginin
ise % 95 ini olustururken; tohum dokusundaki yag icerigi % 3’ ii gegmemektedir
[30]. Buradan anlasildig1 gibi, zeytin meyvesinde yagin depolandigi ana yer etli

kisimdir.

Sekil 3. Zeytinin olgunlagsma asamalart [81]. O. Temmuz-Agustos, A. Eyliil-Ekim,
B. Kasim, C. Aralik.



1.6 Diinyada ve Tiirkiye’ de Zeytin Yetistiriciligi

Diinyada, 37 iilkede ekonomik anlamda zeytin iiretimi yapilmaktadir. Bu
iilkelerin 29 tanesi Kuzey yarim kiirede, 8 tanesi ise Giliney yarim kiirede yer
almaktadir. Kuzey yarim kiirede bulunan iiretim alanlarinin Akdeniz bolgesinde
yogunlastigr goriilmektedir.  Yaklagik 13 milyon ton olan diinya tane zeytin
dretiminin % 80’ 1 bes Akdeniz {lilkesinde yogunlagmistir. Diinyadaki zeytin
iretiminin % 92 ’si yaglik, %8’ i ise sofralik olarak degerlendirilmektedir. Diinya
zeytin tane Uretiminin sirastyla Tablo 1° de gortldigi gibi, 1989-97 yillarn
iiretiminin % 26,6 s1 Ispanya, % 23,1° i Italya, % 14,8’ i Yunanistan, % 8,2’ si
Tiirkiye, % 7,4 1t Tunus ve %4,5’ 1 Fas tarafindan saglanmaktadir [31].

Diinya zeytinyagi tiretimi, 1991-97 doneminde ortalama 1.890.400 tondur.
Bunu izleyen sezonlarda {iretimin 2 milyon tonun iizerine ¢iktigi goriilmektedir.
Diinya tiretiminin % 75,3’ iiniin Avrupa Birligi (AB) iilkelerinde gerceklestigi dikkat
cekmektedir.  Dolayisiyla zeytinyagi arzina AB {ilkelerinin hakim oldugu
soylenebilir. Diinya iiretiminin % 30,7’ sini basta Ispanya, % 24,3’ iinii Italya, %
16,5’ ini, Yunanistan karsilamaktadir. Tirkiye'nin diinya zeytinyagi liretimindeki

pay1 % 4,8 olup 4. sirada yer almaktadir (Sekil 4).

Kisi basina zeytinyag: tiiketimi Yunanistan’da 21 kg, Italya’da 12 kg iken
Tiirkiye’de 0,8 kg’ dir. Yurti¢i zeytinyag tiiketimi oldukca diisiiktiir.

Diinya sofralik zeytin tiiretimi Tablo 1’ de goriildiigi gibi 1990/91-97
doneminde ortalama 981.700 tondur. Bunu izleyen sezonlarda ise iiretimin 1 milyon

tonun tizerine ¢iktig1 goriilmektedir [31].



Tablo 1. Diinya Tane Zeytin Uretimi Ve Alani (1989-97)

Alan* |Verim
Uretim (1.000 Ton) 1000 [Kg/ha
Ulkeler ha
1998 |1998
1989-91 {1994 1995 1996 (1997 |1989-97 |%
ort.

1.Ispanya 3.099 |2.727 |1.773 |4.467 (3.840 (3.181 |26,6 |2.227 |1428,
5

2.italya 2.638 [2.640 |3.289 |2.195 (3.081 [2.769 |23,1 |1.141 |2426,
5

3.Yunanistan [1.560 |1.933  [1.731 [1.950 [1.700 [1.775 |14,8 |719 |2468,
4

4.Tiirkiye |747 1.400 (515 |1.800 (450 (982 8,2 881 (1115,
1

5. Tunus 933 350 350 |1.250 |1.550 (887 7,4 1.624 |545,9

6.Fas 532 500 436 (800 (450 |544 4,5 480  [1132,
5

Diger 1.329 |1.754 |1.786 |2.319 |1.992 [1.836 |15,3 |1.668 |1100,
7

DUNYA 10.838 [11.304 |9.880 |14.78 |13.06 [11.973 |100,0 |8.740 |1369,
1 3 9

Kaynak: FAO, Production Yearbook, 1997 (*) UZK
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Sekil 4. Diinyada zeytin yetistiriciligi (FAO, Production Yearbook, 1997)

Ulkemizde zeytin {iretim alanlarinin basta Ege ve Marmara bdlgesi olmak
iizere Akdeniz, Karadeniz ve Giineydogu Anadolu bolgelerinde yogunlastigi
goriilmektedir. Yaklagik 27 milyon hektar olan Tirkiye tarim alanlarmin % 2,2’
sinde diger bir deyisle 600.000 hektar alanda zeytin tarimi yapilmaktadir. Tiirkiye
meyve lretim miktarinin % 7’ sini ve bag-bahge alanlarinin % 20’ sini zeytin

olusturmaktadir [31].

Zeytin agaclarinin ortalama % 92,3’ i verim doneminde olup meyve veren
agaclardan, % 7,7’ si ise henliz meyve vermeyen agaclardan olugmaktadir. Agag
basina verim miktar1 da iiretim ve agac¢ sayisindaki degisime bagh olarak 5,3-20,0

kg/agac arasinda gergeklesmis olup ortalama 11,9 kg/agag’ tir [31].

Zeytin bahgelerinden elde edilen tane zeytini i¢indeki dogal acilik maddesi
nedeniyle dogrudan gida olarak tiiketmek miimkiin olamamaktadir. Bu nedenle tane
zeytin cesitli fiziksel ve kimyasal metotlarla sofralik zeytin veya zeytinyagina
islenmektedir. Tiirkiye’de iiretilen tane zeytinin Tablo 1° de goriildiigii gibi 1993-98
yillar1 ortalamasi olarak % 28,3’ {inlin sofralik olarak islendigi ve tiiketildigi
goriilmektedir. Sofralik zeytin yetistiriciligi genelde Marmara bolgesinde
yogunlagmistir.  Sofralik ¢esitlerle liretim yaninda yaglik veya kombine amaclh
cesitlerden sofralik kalitesinde olan {iriinler toplam sofralik (yemeklik) zeytin
iiretimini olusturmaktadir. Tane iiretimin % 71,7 si ise yaglik olarak islenmektedir.
Yaglik zeytin iiretimi Ege bolgesinde yogunluk gostermektedir. Dogrudan yaglik

cesitlerle yapilan {iretimin yaninda, sofralik nitelikte olmadigi i¢in yaglik olarak
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degerlendirilebilen iiriinler de genelde (toplam) potansiyel yaglik tane zeytin olarak

kabul edilmektedir [31].

1.7 Uretimin Cografik Bolgelere Gore Dagilimi

Tirkiye 93,405,000 zeytin agacina sahiptir. Bunlardan, iiretimin kiy1
bolgeler ile Gilineydogu Anadolu bolgesi dahil 600,000° 1 5 bdlgeye ayrilir [31, 32].
Bu bolgeler; Ege bolgesi, , Marmara bolgesi, Akdeniz bolgesi, Glineydogu Anadolu

bolgesi, ve Karadeniz bolgeleridir.

Orta Anadolu ve Dogu Anadolu boélgelerinde ekonomik anlamda zeytin
iiretimi bulunmadig1 sdylenebilir. Zeytinin anavatani olarak kabul edilen lilkemizde,
1998 yili istatistik verilerine gore mevcut 80 ilin 36 sinda yani % 45’ inde zeytin

iiretimi s6z konusudur [31].

Tablo 2. Tiirkiye Zeytin Aga¢ Sayist ve Uretiminin Bélgelere Dagilimi (1998)

(DIE).
Zeytin Agac Sayisi (adet) Uretim (Ton) Verim
Bolgeler | Toplam % Meyve Meyve Uretim % (Kg/
veren vermeyen agac)
Ege 63.233.815 | 67,7 [58.984.548 |4.249.267 |1.243.627 |754 (19,7
Marmara |14.573.555 |[15,6 |13.581.335 [992.220 183.849 11,1 12,6
Akdeniz 10.530.675 |11,3 ]9.196.561 1.334.114 |187.126 11,3 |17.8
Gilineydogu | 4.722.403 5,1 3.781.141 941.262 32.898 2,0 7,0
Karadeniz |389.552 0,4 |306.415 83.137 2.500 0,2 6,4
Tiirkiye 93.450.000 |{100,0 [85.850.000 |7.600.000 |1.650.000 |100,0 |17,7

Ege Bolgesi : Balikesir, Manisa, [zmir, Aydin, Denizli, Mugla illerini kapsayan ve
iilkemizin batisinda bulunan Ege Bolgesi, zeytin agacinin en iyi yetisme sartlarina
sahiptir. Elde edilen tane daha ziyade yaga islenmekte olup, son yillarda yapilan

caligmalarla sofralik olarak degerlendirme imkanlart arttirilmistir. Tablo 2’ de
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goriildiigli gibi bolge Tiirkiye zeytinciliginin en énemli boliimiinii teskil etmekte ve
aga¢ varligmin % 67,7 sine sahip bulunmakta, tane liretiminin de % 75,4’ iini

vermektedir [31].

Korfez Bolgesi olarak ifade edilen Ayvalik, Burhaniye, Edremit ve Havran’ 1
icine alan havza olduk¢a Onemli kapama zeytinliklere sahip olup, en kaliteli
zeytinyag1 iretimi bu havzada yapilmaktadir [31]. Bolgede agaglar Marmara
Bolgesine gore daha biliyliktir. Memecik ve Ayvalik en oOnemli iki ¢esidi
olusturmaktadir. Korfez yoresinde Ayvalik, Giineyde izmir ve Aydm ili ve
cevresinde ise Memecik c¢esidi ¢ogunluktadir. Manisa’nin Akhisar yoresinde yesil
sofralik Domat ve siyah sofralik Uslu ¢esitleriyle son yillarda yayilan Gemlik ¢esidi
onemli ¢esitlerdir [31].

Marmara Bélgesi : Canakkale, Bursa, Bilecik, Sakarya, Kocaeli, Istanbul, Yalova,

Tekirdag, Eskisehir illerinde zeytin {iretimi yapilmaktadir. Tiirkiye zeytin agag
varliginin ortalama % 15,6’ s1 ve toplam tane iiretiminin % 11,1’ 1 bu bdlgeye ait
oldugu Tablo 2’ de goriilmektedir. Bolge yogunlukla salamuralik bir bolgedir.
Mevcut c¢esitler salamuraciliga elverisli olup, saglam her tane sofralik olarak
degerlendirilmektedir. Bolgenin en iyi sofralik ¢esidi “Gemlik™ olup, mevcut zeytin

varliginin % 80’ 1 bu ¢esitten olusmustur [31].

Akdeniz Bélgesi : Antalya, Isparta, Icel, Adana, Osmaniye, Hatay, Kahramanmaras,

Karaman illerini kapsayan ve Tiirkiye’nin giineyinde yer alan bu bdlge, Toros
Daglar ile Akdeniz arasinda dar bir serit halindedir. Bolgede zeytinciligin ge¢misi
cok eskidir. Ulke zeytin aga¢ varligi ve iiretiminin % 11,3’ {i bu bdlgeye ait oldugu
Tablo 2’ de goriilmektedir. Mabhalli baz1 zeytin gesitleri yaninda Tavsan Yiiregi, Ege
ve Marmara Bolgesi ¢esitleri (Gemlik, Memecik, Ayvalik vb. gibi) yayilma
gostermektedir. Bu bolgede zeytin diger kiiltiir bitkilerinin rekabeti ve baskisi

altindadir [31].

Giineydogu Anadolu Bolgesi : Bolgenin zeytincilik yoniinden Onemli illeri;

Gaziantep, Kilis, Adiyaman, Sanliurfa, Mardin’ dir [31].
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Karadeniz Bolgesi _: Ulkemizin kuzeyinde yer alan ve Zonguldak, Kastamonu,

Sinop, Samsun, Ordu, Trabzon, Artvin illeri, zeytincilik yoniinden ekstrem sartlara
sahiptir. Bolgenin aga¢ varligindaki payr % 0,4’t tane iretimindeki pay:r ise
% 0,2’ dir. Bolgede mabhalli ¢esitlerin yaninda diger bolgelerden gelmis gesitler

mevcuttur [31].

1.8 Zeytinin Degerlendirilmesi

Zeytin meyvesi genel olarak sofralik zeytin ve yag amacgli yetistirilir.
Sofralik ve yaglik zeytinlerin 6zellikleri tamamen ¢eside baghdir. Zeytin iiriiniin
kalitesini etkileyen faktorler arasinda fenol igerigi, yag asit profili ve nem
bulunmaktadir [33]. Yaglik zeytinlerde, zeytin yaginin yag asit kompozisyonu, ¢esit,
ziral ve gevre gibi farkli parametrelere de baghdir [34]. Yag bitkilerinin yag asit
kompozisyonu siirekli sabit olmayip ; ekolojik, morfolojik, fizyolojik, kiiltiirel ve
kalitsal pek ¢ok faktoriin tek veya birlikte etkilesimleri sonucu degisebilmektedir

[29]. Bu da cesitler arasinda yag icerik farkinin olabilecegine dair bir kanittir.

Ayni bitki iizerinde ¢esitli pozisyonlarda meydana gelen meyvelerin hepsinin
aynt kompozisyonlarda yag asitleri igerdigi diisiiniilebilir. Ciinkii bitkinin biitiin
meyvelerinde ayni gen veya genlerin kontrolii altinda sentez gerceklestirilmektedir.
Oysa, bitki i¢indeki fizyolojik biiyiime ve gelisme farkliliklar: nedeniyle gergeklesen
beklenenden c¢ok farkli olarak ortaya ¢ikmaktadir [29]. Tek bir bitkinin her bir
meyvesinde hatta her bir meyvenin farkli kompozisyonlarinda dahi farkli bir yag

asidi kompozisyonu ile karsilasilabilmektedir [29].

Ulkemizde yaklagik zeytin iiretiminin % 71,7 si yag i¢in kullanilirken, %
28,3’ i tursuluk i¢in kullanilir. Toplam tursuluk zeytin iiretimi 1 yildan digerine
degisirken, 10 yilda ortalama 252,000 tona ulasir [35]. Siyah sofralik zeytinde,
Tiirkiye’ de biiyiik olgiide tiretilirken, yesil zeytin tiretimi sadece 20,000 tondur. [32].
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1.9 Zeytin Yagi

Sadece zeytin agacit meyvelerinden ( Olea europaea L.) elde edilen, higbir
kimyasal islem gérmeden dogal hali ile tiiketilebilen, oda sicakliginda sivi olan bir
yagdir. Yag, zeytinin bir iriiniidiir, fakat meyvenin tiim 6zelliklerini degil, yagh

kisimlarin 6zelliklerini tasir [2].

Zeytin yag1, sadece yemeklik olarak degerlendirilmemistir.  Ilk &nce,
kandillerde yakilarak aydinlatma amaciyla, daha sonra da Tablo 6’ da goriildigi gibi
essiz bilesiminden gelen sagaltic1 Ozellikleri kesfedildigi icin, ilag ve glizellik

malzemesi olarak kullanilmustir.

Zeytin en eski yenilebilir yagdir ve hala Akdeniz besinlerinin en
onemlilerinden biridir. Bugiin Akdeniz disindaki bir¢ok bolgede de iiretilmekte ve
tiiketilmektedir. Uretimde ; Avrupa % 79,6 ile ilk sirada yer alirken, bunu % 11 ile
Afrika, % 8,6 ile Asya ve % 0,8 ile Giiney Amerika izlemektedir [2].

Bitkisel yaglar arasinda rafineri zeytin yaginin tek olmasinin ana nedeni; oleat
basta olmak iizere, vitaminler, antioksidantlar gibi mindr bilesenlerden
kaynaklanmaktadir [1] .

1.10 Zeytin Yaginin Bilesenleri
Zeytin yagindaki belirli bilesenler yag-trigliserid bilesimi, sabunlagmayan

kistm ve kiiclik polar molekiillerin bir dizi bilesimleri olarak ayirt edilebilir [2].

Biitiin bu bilesenler ve kompozisyonu Tablo 3’ de goriilmektedir.
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Tablo 3. Zeytin yaginin bilesenleri [83]

Zeytinyagi Bilesenleri

Major Bilesenler (% 99)
(Sabunlasan Maddeler)

Yag Asitleri

Oleik Asit (% 56 —83)
Linoleik Asit (% 3.5 —20)
Palmitik Asit (% 7.5 —20)
Stearik Asit (% 0.5 —5.0)
Linolenik Asit (% < 1.5)

Gliseritler
000
POO
OOL
POL

SOO

Kaynaklar:
Anonymous,(1981).Characterics
of The Composition of Olive Oil.
I00C T.15/ Doc.28.

16

Minor Bilesenler ( % 1)
(Sabunlagsmayan Maddeler)

Alfa Tokoferol
(VitE)
(12-150 mg/ kg)

Steroller

(180 —260 mg/ 100 g yag)
Beta-sitosterol (% 96)
Campasterol (% 3)
Stigmasterol (% 1)

Fenolik Bilesenler
(30 — 500 mg /kg)
Tyrisol ve Hidroksityrisol

Hidrokarbonlar
(mg/100g yag)
Squalen (136 —708)
Beta-karoten ( 3 —36)




Kiritsakis ve Min, (1989). Flavor Triterpenik Alkoller
Chemistry of Olive Oil. (255 mg /100 g yag)
Icinde:Flavor Chemistry of Lipids Siklo — artenol
Foods. Boliim 11:196-221sayfalar.
AOCS, Champaign IL, USA.

Alifatik Alkoller
(290 mg/ 100 g yag)

Fosfolipitler
(40 - 135 mg/kg))

Renk Vericiler
Klorofiller (1 — 10 mg / kg)
Feofitinler (0.2 — 24 mg / kg))

Aroma Bilesenleri

(250 — 500 mg / kg)

1.11 Zeytin Yaginin Fiziksel Ve Kimyasal Ozellikleri

Zeytin yagindaki trigliseridleri olusturan temel yag asitleri; oleik asit,
palmitik asit, linoleik asit, stearik asit ve palmitoleik asitlerdir. Bununla birlikte ¢ok
az miktarda linolenik asit, arasidonik asit, behenik asit, lignoserik asit ve eikosenik
asitte  Tablo 4’ te gorildigii gibi zeytinyaginin biinyesinde bulunmaktadir.

Heptadekanoik ve heptadekenoik asitlerden de az miktarda vardir ( C.17:0 ; C.17:1)
[2].
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Tablo 4. Zeytin yagindaki yag asiti bilesenleri [2].

ASIT KS [ZOMERLER |MA AD SD ID
Palmitik asit |16:0 256,4 218,8 208,5 0,00
Palmitoleik | 16:1 cis 524.4 220,5 210,1 99,78
Stearik 18:0 284.,5 197,2 188,8 0,00
Oleik 18:1 cis 2824 198,6 190,1 89,87
Linoleik 18:2 cis-cis 280.4 200,0 191,4 181,04
Linolenik 18:3 Ccis-cis-cis 278.,4 201,5 192,7 273,52
Arasik 20:0 312,5 179,5 172,5 0,00
Eikosenoik |20:1 3104 180,7 173.,6 81,75
Behenik 22:0 cis 340,6 164,7 158,8 0,00
Lignoserik 24:0 368.6 152,2 147,1 0,00
KS: Karbon sayisi; AD: Asit degeri; MA: Molekiiler Agirligi; ID: Iyot degeri; SD:
Sabunlagsma degeri

Tablo 5. Farkli yaglik meyvelerdeki yag asit kompozisyonu [14].

KOMPOZISYON (%) ‘
Yag asidi Zeytin Avokado Palmiye ‘
12:0 Belirlenmemis Belirlenmemis <0,1
14:0 Belirlenmemis Belirlenmemis 0,9-1,1
16:0 10-18 9-13 43,1-45,3
16:1 0,7-2,4 2,8-4,0 0,3-0,7
18:0 2,3-2,5 0,4-1,0 4,0-4,8
18:1 57-58 69-74 38,4-40,8
18.2 7-19 10-14 9,4-11,1
18:3 0,6-0,8 1-2 0,1-0,4
20:0 0,4-0,5 <0,1 0,1-0,4
20:1 <0,3 Belirlenmemis Belirlenmemis
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Zeytin yagiin yag kalitesinin belirlenmesinde kullanilan iki parametre vardir.
Asidite ve yanlis liretim teknikleri. Asidite, oleik asit cinsinden belirlenirken, baglh
basia onemli bir parametre olmamakla birlikte uygun iiretim ve yag teknolojisinin

gostergesidir.

Tablo 6. Zeytin tanesinin fiziksel 6zellikleri ve bilesimi [79].

Fiziksel ozellikler Tipik zeytin bilesimi

Tane agirlig 2-12 ¢ Su % 50

Cekirdek orani % 13-30  Yag % 22

Et (pulp) orani % 66-85  Protein % 1.6

Meyve kabugu % 1.5-3.5 Seliiloz % 5.8
Seker % 19.1
Kiil % 1.5

Yemeklik bitkisel yaglarin kimyasal bilesimi (Tablo 5) zeytinyaginin
kimyasal bilesimi (Tablo 4) ile karsilastirildiginda tekli doymamis yag asitlerinden

oleik asit oraninin zeytinyaginda yiiksek oldugu goriilebilir [36].

Yagin temel asiditesi ( oleik asit cinsinden) % 0,2 dir ve bu degerdeki
herhangi bir artis, yag olusumundan Once hafif de olsa, beklenmedik bir olayin
meydana geldigini isaret eder. Naturel yagin ii¢ sinif kategorisi, bir puan ( % 1) lik
asidite ile ayrilir [2].

1.12 Zeytin Yagi Cesitleri:

1. NATUREL ZEYTINYAGLARI: Zeytin agacit meyvesinden, dogal &zelliklerini
degistirmeyecek bir sicaklikta sadece mekanik veya fiziksel islemler uygulanarak
elde edilen, berrak yesilden sartya degisebilen renkte, kendine 6zgii tat ve kokuda
olan dogal halinde tiiketilebilen yaglardir [81]. Ustiin kalite icin gerekli tiim
komponentleri icermesinden dolay1 en yliksek biyolojik degere sahiptir [79].
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Kendi i¢inde naturel zeytin yagi 3 e ayrilmaktadir.

a) Naturel sizma zeytin yagi : Kokusu ve tadinda kusur olmayan, serbest
asitlik derecesi ( oleik asit cinsinden ) en ¢ok % 1 olan naturel zeytin yagidir.

b) Naturel birinci zeytin yag1 : Kokusu ve tadinda cok hafif kusurlar
bulunabilen, serbest asitlik derecesi ( oleik asit cinsinden ) en ¢ok % 2 olan naturel
zeytin yagidir.

c) Naturel ikinci zeytin yagi: Kokusu ve tadinda tolere edilebilen kusurlari
bulunan, serbest asitlik derecesi ( oleik asit cinsinden ) en ¢ok % 3,3 olan naturel

zeytin yagidir [79].

2. RAFINE ZEYTIN YAGI: Zeytin, ham yaginin yapisinda degisiklige yol agmayan
metodlarla rafine dilmesi sonucu elde edilen, sarinin degisik tonlarinda rengi olan,
kendine 6zgii renk ve kokuda bir yagdir. Serbest asitlik derecesi oleik asit cinsinden
en ¢ok % 0,3 tir [82]. Bu yagt elde etmek i¢in, asiditenin giderilmesi
(nétralizasyon), renginin agilmasi (agartma) ve kokunun giderilmesi (deodorizasyon)

olarak bilinen {i¢ degisik asama ve tiirde isleme tabi tutulur.

3. RIVIERA ZEYTIN YAGI: Rafine zeytin yagi ile dogal halinde gida olarak
tiiketilebilecek naturel zeytinyaglarinin karisimindan olusan ( % 10-20 naturel zeytin
yagi, % 80-90 rafine zeytin yagi) [79], yesilden sariya degisen renkte, kendine 6zgii
tat ve kokuda bir yagdir. Serbest asitlik derecesi ( oleik asit cinsinde) en ¢ok % 1,5 tir

[82].

Naturel zeytin yag liretim asamasinda arta kalan zeytin posasi (prina, zeytin
kalintis1) ¢ozgenlerle islenmesi sonucu elde edilen prina yagi da tiiketime sunulur

[79].

Ulkemizde, naturel zeytin yag: iiretimi yaklasik % 25-30 olup, bunun ¢ok
kiiclik bir kismu natiirel sizmadir. Rafine zeytin yag iiretimi yaklasik % 70-75 dir.
Oysa diger 6nemli zeytin yagi iireticisi iilkelerde, natiirel zeytin yag tiretimi yaklasik

% 80-90 oranindadir [79].
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Yag asitleri, insan viicudunda bazi islemler gorerek degisik ozellikte yag
asitleri haline doniistiiriiliir. Ancak, oleik, linoleik ve gama linoleik asitlerin disardan
oldugu gibi alinmas1 gerekir. Insan ve hayvan viicudu, bunlar1 diger yag asitleri gibi
sentezleyerek iiretemezler. Oysa bunlarin organizma i¢in ¢ok dnemli iglevleri vardir.
Yag asitleri insan beslenmesi yoniinden 6nemli oldugu ¢ift bagin sayist ve bu bagin
yag asidi molekiilii iizerinde ilk bulundugu yer, asil 6nemli noktay1 olusturmaktadir.
Insan viicudu, ilk ¢ift bagi sondan 3. ve 6. karbon olan yag asitlerini

sentezleyemedigi icin elzem yag asitleri olarak kabul edilmektedir [79].

1.13 Bitkilerde Yag Asit Metabolizmasi

Bitkilerde yag asiti biyosentezi, fotosentetik olmayan dokularin plastidlerinde
ve yesil dokularin kloroplastlarinda olur [37, 38]. Bir ¢ok bitkide yag asit sentezinin
onctl iiriinleri, palmitoyl ACP (16:0 ACP) ve stearoyl ACP (18:0 ACP) dir [37].

Bitkilerde, yag asit biyosentezinde en 6nemli enzim olan yag asit sentetazin
cekirdegi 7 farkli polipeptitten olusur ve islemlerin bazi bdliimlerinde en az 3 en
fazla 7 protein gorev alir. Proteinler birlikte ¢alisarak Asetil CoA ve Malonil CoA
dan yag asitlerinin olusumunu katalizlerler [39]. Islem boyunca ara iiriinler
kompleksin iki tiyol grubundan birine kovalent olarak bagli kalir. Baglanmanin
birinci noktasi; 7 proteinden birindeki (B ketoagil-ACP sentaz) sisteinin —SH
grubudur. TIkinci noktas1 yag asidi sentezi acil ara iiriiniiyle bir tiyoester olusturan

acil tastyici proteinin —SH grubudur [39].

Bitkilerde 7 aktif bolge, 7 polipeptid bulunur ( 6 enzim + 1 ACP). Bu
komplekslerde her bir enzim bir 6nceki ve bir sonraki enzimin yakinindaki aktif

bolgede yerlesmistir.

Bitki yag asit sentaz kompleksi, farkli enzimleri igeren tip Il enzim sistemi
olarak smiflandirilabilir [1, 14, 40]. Bu enzimler ; B ketoacil ACP sentaz I, II, III
(KAS 1, II, IIT). B ketoagil ACP rediiktaz,  hidroksi ACP dehidrataz, Enoyl ACP
reduktazdir. Stearik asitin olustugu uzama basamagi, KAS III tarafindan katalizlenir

[41]. Bu adim ¢ok 6nemlidir, ¢linkii yag asitleri havuzunda, C16/C18 oraninin
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belirlenmesinde kullanilir [29, 42]. Yag asit biyosentezi i¢in en énemli arac1 Asetil
CoA dir. Yapilan caligmalar, bu bilesigin sentezinde iki olasiligin oldugunu
gostermistir. 11k olarak, plastidlerdeki glikoliz yoluyla Piruvat Dehidrogenaz enzimi
ile iiretilen Asetil CoA ve digeri mitokondriyal piruvat dehidrogenaz yoluyla iiretilen
Asetil CoA dir. Zeytinde asil lipitlerinde piruvat kadar asetat da bulundugu icin
meyvenin etli kisminda her iki yol ile Asetil CoA olusturulabilmektedir [14]. de nova
yag asit sentezinin isleyisi, plastidlerde olusur ve yag asit sentaz ve Asetil CoA
Karboksilaz isminde iki enzimin koordine aktivitesini gerektirir [1]. Yag asit sentaz
kullanilmadan Once, Asetil CoA karboksilaz tarafindan iiretilen, Malonil CoA,

karboksil transferaz ile malonil ACP ye transfer edilir [14].

ATP + CO2 + BCCP = CO2-BCCP + ADP + Pi

Biotin Karboksilaz

CO2-BCCP + ASETIL-COA <<  MALONIL-KOA + BCCP

Karboksil Transferaz

Yag asitleri sentezinin uzama sathas1 Asetil ve Malonil gruplarinin ACP ye
baglanmasiyla baslar. Yag asiti sentaz iki 6nemli —SH grubuna sahiptir. Bunlardan
birisi ACP deki 4 fosfopantetein prostetik grubuna ait olup, digeri spesifik domain 1
deki 3 ketoagil sentaz enziminin sistein rezidiisiidiir. Her ikisi de yag asiti sentezine
katilir. Birinci — SH grubu malonil grubunun, ikinci -SH grubu da asetil grubunun
girisidir. Asetil ve Malonil gruplarinin ACP ye baglanmas iki enzimatik reaksiyonla
gerceklesir. Birinci reaksiyonda Asetil transferaz araciligiyla Asetil CoA nin Asetil
grubu yag asidi sentazin sistein —SH grubuna transfer edilir. Ikinci reaksiyonda,
malonil transferaz araciligiyyla Malonil CoA nin Malonil grubu ACP nin
fosfopantetein stilfidril grubuna transfer edilir. Malonil grubu sadece pantetein —SH
grubuna baglanabilir. Bdylece iki a¢il grubu yag asiti sentaz lizerinde birbirine ¢ok
yaklasir ve zincir uzama prosesine hazirdir. Yag asidi sentazin — SH gruplarina
kovalent baglanan Asetil ve Malonil gruplari, fosfopantetein —SH grubuna
Asetoasetil grubu olusturacak sekilde kondanse olur. Bunu 3 ketoagil sentaz
katalizler. Bu kondensasyon reaksiyonunun sonucunda 2 ve 3 er karbonlu

birimlerden 4 karbonlu bir birim olusur. Asetoasetil ACP, B ketoacil rediiktaz
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katalizorliigiinde D-3 hidroksi biitiril ACP’ ye indirgenir. NADPH ise NADP’ ye
indirgenerek D-3 hidroksibiitiril ACP den H,O c¢ikartilarak trans A? biitenoil ACP
olusmaktadir. Bu dehidrasyon olay1 sonucu olusan ana bilesik bir trans A? enoil
ACP’ (dir. Devir sonunda trans A’ biitenoil ACP enoil ACP rediiktaz
katalizorliigiinde ve bir NADH harcanmas: ile biitiril ACP ye indirgendi. Olusan
biitiril grubu Cys-SH grubuna transfer edilir.

Yag asiti sentezinin 2. devrinde biitiril grubu malonil grubuna kondanse olur
ve bir 6 karbonlu B ketoagil ACP olusturarak yeni bir devir baslar. Bu uzama safhasi
16 karbonlu agil ACP olusuncaya kadar devam eder. Olusan Palmitat tiyoesteraz
tarafindan palmitat ACP ye vermek iizere hidrolizlenir [43]. Olusan bu bilesim, 3
ketoacil ACP sentaz 1, katilimiyla sonraki dongiideki Stearoyl ACP ye uzatilir.
Bitkilerde yag asit sentazin major iiriinii Stearoyl ACP dir [14].

Yag asit sentaz {riinleri, cogunlukla C 16, C 18 doymus acil zincirleridir.
Ancak, bircok sebze yaglart doymamis yag asidi ¢esidi acgisindan zengindir (oleat,
linoleat gibi) [14]. Tiim yag asit sentaz bilesenleri, nuklear DNA tarafindan kodlanir,

fakat bu enzimler, plastid stromasinda aktiflesirler [14].

Lipit sentezi i¢in gerekli olan karbonun kaynagi, fotosentez ile
saglanmaktadir. Tohumlarda ve meyvelerdeki yag birikimi glikolizin terminal evresi
olan Asetil CoA y1 iireten Piruvat dehidrogenaz / dekarboksilaz ( PDH) ile
olmaktadir. PDH de nova yag asit sentezinde plastidlerde bulunur. Yag
birikiminde, karbon fotosentez araciligiyla yaprak dokusundan tasmnir [1]. Yag asit
biyosentezindeki Asetil kaynaginin karbonhidratlar oldugu buradan anlasilmaktadir
[24].

Yag Asitlerinin gorevleri asagidaki sekilde 6zetlenebilir:

-Membran lipitlerinin yapisal bilesenleridirler.

-Serbest enerjinin korunmasinda gorev alirlar,

-Cesitli cevre kosullarinda bitki biliylimesi ve gelisimini etkileyen sinyal
iletim mekanizmalarinda gorev alirlar,

-Biyosentez mesajcist olarak gorev alirlar [44].
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1.14 Yag Asit Desaturazlarin Ozellikleri Ve Mekanizmasi

Yag asit desaturazlar1 yag acil zincirindeki 2 karbon atomu arasindaki tekli
bagin ¢ift baga doniisiimiinii katalizleyen enzimlerdir [45, 46]. Olusan cift bag,
doymamig bag1 gosterir, bu reaksiyonlar desaturaz enzimleri tarafindan katalizlendi
ve bu islem de desaturasyon islemi olarak bilindi. Bu reaksiyonlar i¢in, molekiiler
oksijen ve 2 elektron gereklidir ve aerobik kosullar altinda olusur [46, 47]. Yag asit
desaturazlarin dagilimi evrensel olmakla birlikte [47] bitki, hayvan, mantarlar
arasinda c¢esitli farkliliklar bulunmaktadir [37, 38]. Enzim c¢ogu canlilarda

bulunmasina ragmen, Escherichia coli bakterisinde bulunmamaktadir [48].

cis konfigiirasyonundaki desaturasyon iglemi, membran lipitlerinin
biyokimyasal  karakteristikleri ~ve  fizyolojilerinin  degisimi  de, trans
konfigiirasyonuna gore daha etkilidir. Biyolojik membranlarin gliserolipitleri i¢inde

doymamis baglar daha ¢ok cis konfigiirasyonundadir [48].

Membran lipitlerinin  fiziksel karakteristiklerinin ~ Ol¢iisii, yag asit
desaturazlarin aktivitesi ile belirlenir ki, bu desaturazlarda yag asitleri i¢indeki ¢ift

bag1 olustururlar [49, 50].

Ug tip yag asit desaturaz vardir: Asetil CoA, Agil ACP ve Agil lipit desaturaz
[48, 51]. Bitkilerde ve Cyanobakterlerde, lipit bagimli formda bulunan ve yag
asitlerinin icinde doymamis baglar1 olusturan agil lipit desaturazlar daha c¢ok
desaturasyon reaksiyonlarim1 katalizlerler [50, 52]. Acil ACP desaturazlar bitki
hiicrelerinin plastidlerinde bulunurlar ve yag asitleri igindeki ilk ¢ift bagi olusturarak
ACP ye baglanirlar [50, 52, 53]. Tim desaturazlar, her bir proteinin amino asit
sekansinda giiclii sekilde korunmus tiglii histidin kiimeleri ile karakterize edilir [50].
Bu kiimelerin, 2 demirli enzimlerde oldugu gibi, desaturazin aktif alandaki

olusumunda rol aldig1 tahmin edilmektedir [54-56].

Desaturaz genlerinin ekspresyonu, ¢evresel sicaklik degisimine karsin
organizmalarda uyum sartlarinin molekiiler temelini anlamak a¢isindan bitkilerin bir

kisminda Cyanobakterlerde, mayalarda ve poikilothermik hayvanlarda énemlidir [57,
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58]. Cesitli organizmalardan, desaturaz genlerinin klonlansi, 10 yildan fazla bir
siiredir yapilmis olup, bu genlerin ekspresyonu ve uyum kosullarinda protein

sentezindeki rollerini anlamaya yonelik ¢aligmalara olanak saglamistir [48].

Desaturazlar, bitkilerdeki total doymus yag asitlerinin, doymamis yag
asitlerine oranin1 belirlemede rol alirlar [30, 42, 44, 59]. Kara lahana (Brassica
napus) ve tiitinde (Nicotiana tobaccum) yapilan bir ¢aligmada, Stearoyl ACP
desaturazin inaktive edilmesi sonucu, transgenik bitkilerde doymamig yag asitlerinin

doymus yag asitlerine oraninda azalma goriilmiistiir [S9].

1.15 Stearoyl-Agil Taslyici Protein Desaturazin (SAD) Ozellikleri

Yag asit metabolizmasinda, Asetil CoA dan baslayarak Stearik asit
olusumuna kadar gergeklesen reaksiyonlardan sorumlu enzimler genel olarak yag asit
sentaz kompleksi i¢inde yer alirlar. Stearik asit olustuktan sonra oleik asit
olusumunu katalizleyen desaturaz enzimlerinden ilki SAD dir. Bu c¢aligmanin
konusunu olusturan A9 Stearoyl ACP desaturaz genin kodladigi, Stearoyl ACP
desaturaz enzimi doymus Stearik asitin desaturasyonu ile oleik asit olusumunu

katalizler.

Stearoyl-ACP desaturaz enzimi, doymus stearik asitten ( 18:0 ACP), 9. ve 10.
karbon atomlar1 arasinda tekli doymamis cis bagini olusturarak oleik asit (18:1 A9

ACP) dretimini katalizleyen, desaturazlar icerisinde tek ¢oziilebilir 6zelligi olan,

plastidsel enzimdir [3, 30, 37, 38, 42, 44, 48, 51, 60-62].

Desaturasyon, dongiisel olmayan fotofosforilasyonunun 2 iiriinii ferrodoksin
ve molekiiler oksijen ile [38] oksidasyon kosullar1 altinda ve kisa elektron tasiyici
zincirlerini gerektiren bir olaydir. Bir ¢ift bagin olusmasi icin NADPH ve elektron
verici olarak gorev yapan Ferrodoksin-NADP+ oksirediiktaz gereklidir [38].
Ferrodoksin-NADP oksirediiktaz, flavoprotein olarak gorev yapar. Ferrodoksin-
NADP oksirediiktaz ile Ferrodoksinin demir siilfiir merkezi elektron tasiyicisidir.
Elektronlarin kaynag1 1s1kli ortamdaki, fotosistem 1° den fotosentetik dokulardan

saglanir [51]. Stearoyl ACP desaturazin ¢ift bagi olustururken H atomlarina karsilik
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gelecek molekiiler oksijen dokulardaki, vaskiiler sistemden difiizyon araciligiyla

saglanmaktadir [38].

Zeytin desaturaz geni, ¢iceklenme seviyesi diislik olsa bile sentezlenmektedir.
Meyve biiylikliigii arttikca, embriyo, endosperm ve mezokarptaki, toplam RNA daki
spesifik mRNA desaturaz oranindan kaynaklanmaktadir. Zeytinlerin ¢igeklenmeden
sonraki 11. haftada, embriyolarda mRNA birikimi maksimumdur. Bu birikme
zigotik embriyolarda, olgunlagsmaya dogru ciceklenmeden 22. hafta sonra azalir,
hatta desaturaz mRNA s1 zorlukla belirlenir. Endospermlerdeki transkriptlerin
birikimi ve desaturaz profili, embriyolardakine benzerlik gosterirken mezokarptaki
desaturaz gen ekspresyon profili, embriyo ve endospermdekine gore oldukca
farklhidir. Cigeklenmeden sonraki 13. haftada transkripsiyon baslar ve ¢iceklenmeden
sonraki 16. haftaya kadar ayni seviyede kalir. Biiylime ilerledik¢e, desaturaz
transkirptleri, mezokarpta yiiksek oranlara ulasir ve ¢iceklenmeden sonraki 28.
haftaya kadar aym kalir. Buradan desaturaz gen ekspresyonunun ve mRNA

birikiminin meyvenin 3 farkli dokusunda farkli oldugu anlasilmaktadir [30].

Yag asit desaturazlari, demir iceren enzimler sinifinda olmasina ragmen, hem
kofaktor icine katilmazlar [63]. Coziilebilir SAD proteininin spektroskobik analizi,
bu proteinin histidin ve karboksilik asit rezidiileri ile kesilmis, oksijen ile koprii
yapmis, 2 demirli oxoproteinler sinifina iiye oldugunu gostermistir [64, 65].
Coziilebilir 2 demirli oxoproteinin X-ray kristallografisi, 2 demir kiimelerinin 2
histidin ve 4 asidik amino asit tarafindan kesildigini gostermistir [65, 66]. Ayrica 2
demirli oxoproteinin 2 EXXH motifini igerdigi de goriilmiistiir. Zeytin desaturaz
amino asitten once 169. ya da 255. pozisyonlarinda ya E (Glutamat) ya da D

(Aspartat) rezidiileri bulunur.

DNA Southern Blotting analizi ¢aligmalari, zeytin genomunda Stearoyl ACP
desaturaz geninin 2 kopya halinde bulundugunu gostermistir [67]. Bu durum
palmiye (" Elaies guineensis ) mezokarpindaki Stearoyl ACP desaturaz geninde [68]
ve Brassica napus ta da goriilmistiir [69]. Her ikisinde de gelisimsel ve zamansal

olarak diizenlenmekte ve benzer ekspresyon sekli gozlenmektedir [68].
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Northern Blot analizi, Kantitatif RT-PCR ve in situ hibridizasyon c¢alismalari
ile, gelisimsel olarak diizenlenen bir ¢cok gen bulunmustur. Bunlar repressor /
indikator seviyelerine gore gruplara ayrilmistir. Bu gruplandirmaya gore A9 Stearoyl
ACP desaturaz geni, gelisimsel olarak diizenlenen ve ekspresyonlart ¢ok iyi fark
edilebilen genler arasinda yer almaktadir. Ayrica A9 Stearoyl ACP desaturaz mRNA
birikimi ve zeytin meyvelerinde oleik asit birikimi arasinda 6nemli bir korelasyon

oldugu da tespit edilmistir [3].

Birkag bitki tiirtinden cDNA” lar yardimiyla A9 Stearoyl ACP desaturaz geni
izole edilmistir. Dejenere primerler kullanarak, zeytin desaturaz geni ¢ogaltilmis ve
cDNA Kkiitiiphanesini taramak i¢in merkezi domaini kodlayan 300 bg lik fragment
prob olarak kullanilmistir. Bu cDNA da gen¢ meyve mRNA larindan elde edilmistir.
Izole edilen klon tam cDNA nin 1635 bg igerdigini gostermistir. Transle olmayan 5 '
bolgesi 130 niikleotitten, 3' bolgesi ise 640 niiklelotitten olusur. Tekli ORF si 390
amino asitlik onciil polipeptidi kodlar. Bunlardan 363 amino asitlik kismi olgun
polipeptidden olugsmusken, 27 amino asitlik kismi ise islenme alaninda transit
polipeptiddir.  Onciil polipeptidin tahmini molekiiler agirligi 45 k Da dur ve
izoelektrik noktas1 6,11 dir [30].

Zeytin amino asiti dizisi ile diger bitki tiirlerindeki Stearoyl ACP desaturaz
geni benzerligini tespit etmek amaciyla, Silika analizi yapilmistir. Buna gore zeytin
SAD geni ve diger bitkilerdeki SAD benzerlikleri agsagida verilmistir [30]:

Hintyag bitkisi : % 78,2

Aycicegi : % 78

Kabak : % 77,5
Ispanak : % 77,2
Soya : % 76,2
Turp : % 75,4
Keten : %73,7
Piring : % 73,1
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1.16 Stearoyl ACP Desaturaz (SAD) Geni Galisilan Bitkiler

SAD geni, dneminden dolayr simdiye kadar bir ¢ok bitkide calisilmigtir.
Stearoyl ACP desaturaz geninin cDNA kiitiiphanesi [70], kabak, soyafasulyesi [62],
1spanak [71] patates [72], karaturp [42,69], jojoba [73], keten [74] ve piring [59, 61]

bitkilerinden elde edilmistir.

Bu genin, bitkiler arasinda korunmusluguyla ilgili detayl bilgiler, avokado ve
kabak bitkisinde karsilastirilarak bulunmustur. Buna goére, SAD amino asit dizisinin
diger tiim niikleotid dizisine gore, % 88 daha fazla korundugu ortaya ¢ikmistir [75].
Ayni sekilde palmiye bitkisinde de niikleotit ve amino asit dizileri karsilastirilmis ve
yiiksek oranda korundugu goriilmiistiir. Buradan, bitki yag asit sentezinde bu

enzimin dnemli ve kritik rolii ortaya ¢ikmaktadir [68].

1.17 Zeytin Cesitleri

Bu calismada, Balikesir ilinde bulunan, Tarim Koy Isleri Bakanligi Edremit
Zeytincilik Fidan Uretme Istasyonu’ nun bahgesinde bulunan 6 adet zeytin cesidi
alimmustir (Sekil 5). Bu zeytinlerin secilmesinde dikkat edilen nokta; yaglik, sofralik

ve yaglik-sofralik olarak degerlendirilebilen zeytinler olmasidir.

AYVALIK:

DIGER ISIMLERI : Ada zeytini, Edremit, Yaglik, Midilli, Sakran.

ANA VATANI  : Tirkiye

ORIJINI : Edremit

COGRAFI DAGILIMI : Canakkale, Ege bolgesi, Korfez yoresi, Izmir, Icel, Antalya,
Adana, Kahramanmarag, Mardin.

ONEMI : Toplam aga¢ sayisinin % 19 unu Ege bolgesinin % 25,3 {inii olusturur.
Yag1 kimyasal ve duyusal 6zellikleri yoniinden birinci sirada yer alir. Bdlgesinde
yaglik olarak degerlendirilir.

AGAC KUVVETI : Kuvvetli.

MEYVE BUYUKLUGU : Orta.

MEYVE SEKLI : Yuvarlaga yakin, silindirik.
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MEYVE ETi % : % 85,26
CEKIRDEK % : % 14,74
PERIYODISITE DURUMU : Orta.
DOLLENME DURUMU : Kendine verimli, fakat Gemlik, Memeli, Erkence
zeytinleri baba olarak kullanilabilir.
URUNUN DEGERLENDIRILMESI : Sofralik ( ¢izme) zeytin, zeytin yagi.
OZELLIKLERI : Iyi bakilirsa kuvvetli gelisir.
Mekanik hasada uygun yapiya sahiptir.

Soguga kismen dayaniklidir.

MEMELI:
DIGER ISIMLERI : Emiralem, Ak zeytin, Cekiste.
ANA VATANI  : Tirkiye
ORIJINI : Izmir-Menemen ilgesi.
COGRAFI DAGILIMI : izmir in Menemen ilgesi, Kemalpasa, Manisa nin Turgutlu
ilgesi.
ONEMI : 80,000 civarinda aga¢ sayis1 bulunmaktadir. Sofralik ve yaglik olarak
degerlendirilir. Kalite yoniinden, Memecik cesidinden sonra gelir. Kirma zeytin ve
Ispanyol usulii islemeye uygundur.
AGAC KUVVETI : Tyi.
MEYVE BUYUKLUGU : Iri.
MEYVE SEKLI : Oval.
MEYVE ETI % : % 88,57.
CEKIRDEK % : % 11,43
PERIYODISITE DURUMU : Gésterir.
DOLLENME DURUMU : Kismen kendine verimli, Memecik, Ayvalik, Gemlik,
Izmir Sofralik, Erkence ile déllenebilir.
URUNUN DEGERLENDIRILMESI : Sofralik ( ¢izme) zeytin, zeytin yag1.
OZELLIKLERI : lyi gelisir,
Verimi iyidir,
Sulanan kosullarda soguga kars1 duyarhdir,

Asi ve celikle ¢cogaltilir.
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KiRAZ:

DIGER ISIMLERI : YOK

ANA VATANI : Tirkiye

ORIJINI : Manisa nin Akhisar ilgesi, Yayakdy bucagi.
COGRAFI DAGILIMI : Bilinmiyor.

ONEMI : Daldan ayrilma mekanizmas: olduk¢a kuvvetlidir. Meyve pediselleri
olduk¢a uzundur.

AGAC KUVVETI : Kuvvetli.

MEYVE BUYUKLUGU : Iri.

MEYVE SEKLI : Yuvarlak.

MEYVE ETI % : % 85,76

CEKIRDEK % : % 14,24

PERIYODISITE DURUMU : Kuvvetli.

DOLLENME DURUMU : Bilinmemektedir.

URUNUN DEGERLENDIRILMESI : Siyah sofralik.
OZELLIKLERI : Periyodisitesi yiiksektir.

USLU:

DIGER ISIMLERI : YOK

ANA VATANI : Tirkiye

ORIJINI : Manisa nin Akhisar ilgesi

COGRAFI DAGILIMI : Manisa nin Akhisar ilgesi, Turgutlu, Izmir’ in Kemalpasa ve
Selcuk ilgeleri, Mugla Merkez ve Yatagan ilceleri.

ONEMI : 900,000 civarinda agag sayis1 bulunmaktadir. Toplam aga¢ varligimizin %
1 ini olusturur. Meyvelerin tam olgunluktaki parlak koyu siyah rengi ve tadi
nedeniyle siyah sofralik olarak tercih edilmektedir.

AGAC KUVVETI : Cok kuvvetli.

MEYVE BUYUKLUGU : Orta.

MEYVE SEKLI : Oval.

MEYVE ETi % : % 88,17

CEKIRDEK % : % 14,83

PERIYODISITE DURUMU : Yok.

DOLLENME DURUMU : Bilinmemekte.
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URUNUN DEGERLENDIRILMESI : Siyah sofralik.
OZELLIKLERI : Sulanan kosullarda ¢ok kuvvetli gelisir,
Iyi bakim sartlarinda diizenli iiriin verir,
Soguga hassastir,
Hasatta meyve kolay belirlenebilir,

Asi ve gelikle ¢ogaltilir.

MEMECIK:
DIGER ISIMLERI : Asiyel, Giiliimbe, Sehir, Tas aras1, Yaglik.
ANA VATANI  : Tirkiye
ORIJINI : Mugla.
COGRAFI DAGILIMI : [zmir, Aydin, Manisa, Denizli, Mugla, Sinop, Antalya,
Kahramanmaras, Kastamonu.
ONEMI : Ege bolgesi agac varliginin % 50 sinden fazlasini, toplam aga¢ varliginin
% 45,5 ini olusturur. Yaglik ve yesil sofralik olarak degerlendirilir. Kalite yoniinden
Ayvalik ¢esidinden sonra gelir. Cekirdeklerin ¢cimlenme orani yiiksektir.
AGAC KUVVETI : Kuvvetli.
MEYVE BUYUKLUGU : Iri.
MEY VE SEKLI : Oval.
MEYVE ETI % : % 85,28
CEKIRDEK % : % 11,72
PERIYODISITE DURUMU : Kuvvetli.
DOLLENME DURUMU : Kismen kendine verimli, Ayvalik, Cakir, Gemlik,
Erkence ve Memeli ile dollenebilir.
URUNUN DEGERLENDIRILMESI : Sofralik zeytin, zeytin yagi.
OZELLIKLERI : Soguga ve kuraga kars1 asir1 duyarl degildir,
Asi ve gelikle ¢ogaltilir [82, 84].
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Uslu Memecik

Sekil 5. Calismada kullanilan zeytin ¢esitlerinin taninmasindan kullanilan

morfolojik 6zellikler [82] ( Zeytincilik Arastirma Enstitiisiinlin izniyle kullanilmistir)
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2. GALISMANIN KAPSAM VE PERSPEKTIFi

Bu ¢alisma sofralik ve yaglik zeytinlerde Delta 9 Stearoyl ACP Desaturaz
(SAD) geninin molekiiler ve fizyolojik analizini kapsamaktadir. Bu amagla, bu gene
ait mRNA seviyelerinin sofralik ve yaglik ¢esitler arasindaki karsilagtirilmasi geligim
asamalarma bagl olarak yapilmistir. Boylece ayni zamanda her ¢esidin meyve
gelisim asamalarindaki SAD mRNA seviyelerinin karsilastirilmasi da yapilmis
olmaktadir. Bunun sonucu olarak gelisim asamalarindan biri olan hasat zamaninda
hangi cesidin daha ¢ok mRNA sentezledigi tespit edilmistir. Calismada her gelisim
asamasina ait yag verimi de tespit edilmis boylece her gelisim agamasi ve gesit i¢in
mRNA seviyesi ile yag verimi arasindaki iligki arastirilmistir. Son olarak her cesitten
ayrt ayr1 elde edilen SAD ¢cDNA’ larinin (RT-PCR iiriinlerinin) ve genomik PCR
iiriinlerinin restriksiyonu sonucu polimorfizm analizi yapilmis ve polimorfizm ile yag

verimi arasindaki iliski arastirilmistir.

3. MATERYALLER VE METODLAR

3.1 DEPC’li Suyun Hazirlanmasi

RNA o6rneklerini niikleazlardan korumak i¢in izolasyonda kullanilan
cozeltilerin hazirlanmasinda DEPC’li su kullanildi. DEPC'li suyun hazirlanmasinda
0,1 mL DEPC 100 mL suya eklendi. Alt iist edildi. 37 °C’de 12 saat bekletildikten

sonra 15 dakika otoklav yapilarak kullanima hazir getirildi.
3.2 Kullanilan cam malzeme ve plastik malzemelerin hazirlanmasi

Bu ¢alismada kullanilan pipet uglari, ependorf tiipleri, PCR tiipleri, ¢ozeltiler
(SDS hari¢), cam malzemeler ve 1stya dayanikli diger malzemeler calismaya

baslamadan 6nce 121 C © de 20 dakika. siireyle 1 atmosfer basingta otoklavlanarak

steril edilmistir.
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3.3 RNA izolasyonu:

RNA izolasyonu i¢in Haralampidis ve arkadaslarinin Olea europaea L. cv.
Koroneiki zeytininde uyguladiklar1 [30] metod oncelikle denendi. Bu metoda gore
Tablo ’deki ¢ozeltiler kullanilarak RNA izolasyonu kisaca su sekilde yapildi: Sivi
azot i¢inde toz haline getirilmis 6rnekler ependorf tiiplerine aktarildi ve iizerine
ornek miktarmin 2 kati kadar ekstraksiyon tamponu (0,5 M EDTA, pH: 7,89, %
10’luk SDS, 1 M Tris-HCI, pH: 9) eklenerek alt iist edildi. Ornek hacmi kadar fenol
eklendi ve 5 dakika alt iist edilerek karigtirildi. 5 dakika 4000 rpm’de santrifiij
edildi. Supernatant temiz ependorf tiipline alindi. Supernatant miktar1 kadar fenol
eklendi, 5 dakika 4000 rpm de santrifiij edildi. Supernatant temiz tiipe alind1 ve
supernatant miktar1 kadar fenol/kloroform/izoamil alkol (24:24:1) eklendi. 5 dak.
4000 rpm de santrifiij edildi. Supernatant temiz tiipe alindi. Supernatant miktar
kadar kloroform/ izoamil alkol (24:1) eklendi. 5 dakika 4000 rpm de santrifiij
edildi. Supernatant tekrar temiz bir tiipe alindi. Supernatant miktarinin 0,1 hacmi
kadar NaAc (pH:5,2) eklenip alt iist edildi, supernatant miktarinin 2.5 kati kadar saf
veya % 95'lik etanol eklendi ve 1-24 saat — 20 C° de presipite edildi. Cokelti (pellet)
% 70 lik etanol ile yikand1. 10 dakika 12.000 rpm de santrifiij edildi. Cokelti 50 ul
TE i¢inde ¢ozildii.

Tablo 7. RNA izolasyonunda [30] kullanilan ¢ozeltiler ve 6zellikleri

Solusyonlar Kompozisyonu
Ekstraksiyon tamponu 0,5M EDTA ( pH: 7,89)
% 10 luk SDS

1 M Tris-HCI ( pH: 9)
Sodyum asetat 3M,pH 5.2

DEPC li su 0.ImL DEPC / 100mL su

Ancak bu RNA izolasyon metodu bizim orneklerimizle c¢alismadi. Bu
nedenle Qiagen firmasina ait RNeasy Plant Mini Kit (Katalog No: 74904) kullanildi

ve izolasyon kitin kullanma kilavuzu takip edilerek yapildi.
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3.4 Genomik DNA izolasyonu

Genomik DNA izolasyonu i¢in Dellaporta ve arkadaslar1 [76] tarafindan
gelistirilen metot modifiye edilerek kullanilmigtir. Tablo 8’ de listelenen ¢ozeltiler
kullanilarak yapilan izolasyon i¢in -80 °C dolabindan ¢ikarilan yaprak ornekleri
havanda sivi azotla toz haline getirildikten sonra ependorf tiipliniin yaklasik 200
uL’lik seviyesine gelecek kadar dolduruldu. Sivi azot ugar ugmaz 600 pL
ekstraksiyon tamponu eklendi. Uzerine 500 pL fenol-kloroform-izoamil alkol
(25:24:1) eklendikten sonra 5 dakika alt {ist edilerek calkalandi. 12000 rpm’de 5dk
santrifiij edildikten sonra olusan siipernatant temiz bir tiipe aktarilarak % 10
siipernatant hacmi kadar 3M sodyum asetat (pH 5.2) eklenip karistirildiktan sonra
kendi hacmi kadar (1 siipernatant hacmi) oda sicakligindaki izopropanol eklendi ve
tekrar alt Uist edilerek karistirildiktan sonra 1 dk 12000 rpm’de ¢oktiiriildii. Olusan
cokelti 500 uL. TE (10mM, pH 8) ile ¢oziildiikten sonra iizerine 5 pL. RNAse A
(10mg/mL) eklenerek 30 dakika 37 °C’de inkiibe edilerek RNA’ nin uzaklastirilmasi
saglandi. Sonra tekrar 55 pL 3M sodyum asetat (pH 5.2), ve 1 mL etanol (%95’lik)
eklenerek -20 °C’de yarim saat veya — 80 °C’de 10 dakika bekletildikten sonra 13000
rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek DNA’nin ¢okmesi saglandi. Etanol
bosaltildiktan sonra kalan ¢okelti %70’lik etanolle yikanarak 12000 rpm’de tekrar
santrifiij edildi (2 dakika). Olusan ¢okeltiden etanol dikkatlice uzaklastirildiktan
sonra ependorf tiipli ters g¢evrilerek etanol kalintilarinin tamamen ugmasi
saglandiktan sonra genomik DNA ¢okeltisi 50 pL’lik TE igerisinde c¢oziilerek

kullanima hazir hale getirildi.
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Tablo 8. Genomik DNA izolasyonunda kullanilan ¢ozeltiler ve 6zellikleri

Solusyonlar Kompozisyonu
33,6 gr. Ure
0,5 M. EDTA ( pH: 8)
Ekstraksiyon tamponu (1L) 1 M. Tris-HCI ( pH:8)
5 M. Na(Cl
%10 SDS
Fenol/Kloroform/Izoamil alkol |25 :24 : 1
NaAc 3M.pH:5.2
Izopropil alkol %100
TE 10mM
Rnaz A 10 mg/ mL
EtOH % 70 ve % 100 lik

3.5 Reverse Transkriptaz-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) Ve
PCR

RT-PCR’ 1n reverse transkriptaz kismi RevertAid™ First Strand cDNA
Synthesis Kit (Fermentas katalog no: K1622) kullanilarak yapildi ve deneyler i¢in
kullanma klavuzu takip edildi. Biitiin PCR reaksiyonlar1 i¢in standard molekiiler
biyoloji yontemleri [77] takip edildi.  Bunun i¢in PCR cihazina programlanan
cevrim kosullar1 Tablo 9’ da gosterilmistir. RT-PCR ve PCR reaksiyonlarinda
kullanilan primerler yerli araci sirketler yoluyla Integrated DNA Technologies
(A.B.D.) firmasindan temin edilmigtir. PCR reaksiyonlar1 50 pL’ lik toplam hacim
icerisinde Tablo 10’ daki komponentler belirtilen miktarlarda eklenerek yapildi.
Ozellikle genomik DNA nin kalip olarak kullamldigi PCR reaksiyonlarmin standard
kosullarda 1,5 kb lik primerler i¢in ¢alismadigi 1 kb’lik primerlerle ise diisiik verimle
calistigr tespit edildi. DMSO ( dimetil siilfoksit) eklenmesi ve genomik DNA
orneklerinin 95 C ° de 10 dakika inkiibe edildikten sonra kullanilmasinin verimi

artirdig1 gozlendi.
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Tablo 9. PCR Dongii Kosullar

On 1s1tma 94 C° 5 dak. 1 devir
1. basamak 94 C-° 45 sn.

2. basamak 50C*° 45 sn. 35 devir
3. basamak 72C*° 2 dak.

4. basamak 72C*° 10 dak. 1 devir
5. basamak 4C-° 25 saat

Tablo 10. PCR reaksiyonlarinda kullanilan komponentler ve konsantrasyonlari

Tampon SuL 10 X

MgCl12 3ulL 25 mM

dNTP 5uL 2,5 mM (her biri)
Primer L 5uL 41,4 pmol/uL
Primer R S5uL 39,4 pmol/uL
DMSO 2 uL -
gDNA 1 uL -

Tag polimeraz 0,5 uL 5 unit

Distile su 23,5 uL -

3.6 Primerlerin Sulandiriimasi

Primerler laboratuvara gelir gelmez veya — 20 dolabindan ¢ikartildiktan sonra
yaklagik 15 sn. 12000 rpm de santrifiij yapilarak kuru ¢okeltinin tlipiin dibinde
toplanmas1 saglandi. 1 mL. TE eklenerek 2 dak. alt-iist edildikten sonra 15 sn.
vorteks yapilarak sulandirildi ve kullanilmaya hazir hale getirildi. 1 mL TE i¢inde
sulandirilmig primerlerinden 200 pL’lik SuM’lik ¢aligma solusyonlar1 Tablo 11° de
gosterilen konsantrasyon hesaplamalarina gore hazirlandi, Tablo 12° de RT-PCR ve
PCR’da kullanilan primerler ve Tm degerleri goriilmektedir. PCR reaksiyonunda
kullanmak i¢in, 50 pL’de 0,5 uM olacak sekilde hazirlandi ve son hacmi 50 pL olan
PCR reaksiyonu i¢in 2,5 pL primer eklendi.
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Tablo 11. Primerler konsantrasyonlarinin hesaplamalari

Primer Molaritesi | Calisma solusyonu
1500 be lik L primeri | 40,9 uM 25 pL primer + 175 uL TE
1500 be lik R primeri | 28 uM 36 uL primer + 164 uL TE

1000 be lik L primeri | 41,4 uM 24 uL primer + 176 uL TE

1000 be lik R primeri | 39,4 uM 25 pL primer + 175 uL TE

Tablo 12. RT-PCR ve PCR’da kullanilan primerler ve Tm degerleri

Primerler Niikleotit dizileri ( 5°- 3”) Tm

SACPd 1500-L CAA ATT TGA TTATTG TTT TCA TTC 54,3 C°
SACPd 1500-R ACT TTT ATA CTC GTA AGC GAG TTG 58,9 C°
SADI1kb-L CCC ATT CCT TAG CAC CAG AA 57,3 C°
SAD1kb-R TTT CTC GAC CGA AAA TCC AG 55,3 C°

3.7 Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz jel elektroforezi i¢in yerli firmalar araciligiyla temin edilen Atto
marka (Tokyo, Japonya) elektroforez sistemi kullanildi. Agaroz Applichem
firmasindan, TBE i¢in gerekli olan Tris-baz1 Sigma firmasindan, Borik Asit Carlo
Erba firmasindan, temin edildi. Bu ¢ozeltiler ve kompozisyonlar1 Tablo 13° de
verilmistir. Zeytinden izole edilen gDNA ve RNA lar1 gozlemek i¢in % 0,8 lik
agaroz jel elektroforezi yapildi. Bunun icin 0,4 gr. agaroz tartildi ve 50 mL. 0,5 x
TBE tamponu icinde, mikrodalga firinda kaynatilarak ¢6ziildii. Karisim sogutularak,
icerisine 2 puL EtBr (Etidyum bromid) ilave edilerek, 6nceden taraklar yerlestirilmis
jel kasetine dokiildii ve polimerlesmesi beklendi. Jel polimerlestikten sonra taraklar
cekilerek c¢ikartildi. Bdylece 6rnek yiikleme kuyucuklari olusturuldu. Elektroforez
tankina yerlestirilen jelin tizeri kaplanincaya kadar 0,5 X TBE tamponu ile
dolduruldu. gDNA 6rnekleri i¢in 5 uL dH,0, 5 pL gDNA ve 3 pL yiikleme boyasi
bir tiipte karistirild1 ve yiikleme kuyucuklarina pipet yardimiyla yiikleme yapildi. i1k
kuyucuga molekiiler biiyiikliigii belli olan bir DNA standardi yiiklendi (markir).
Ornekler 120 V voltaj verilerek yaklasik 45 dakika yiiriitiildii. DNA bantlar;, UV
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transilliminatorde gozlendi ve fotograflar1 ¢ekildi. RNA ornekleri icin 5 uL RNA
kalib1 veya PCR {iriinii, 2 uL yiikleme boyasi eklenerek jele yiiklendi.

Tablo 13. Agaroz jel elektroforezinde kullanilan ¢ézeltiler ve 6zellikleri

Cozelti Kompozisyonu (1L i¢in)

54 gr. Tris-base

TBE (5X) 27,5 gr. Borik Asit
20 ml. 0,5 M EDTA ( pH:8)

Yiikleme boyasi GeneRuler™ DNA Ladders (Fermentas Katalog
No: SM0313

3.8 Bitki Materyali

Bu caligmanin materyalini olusturan, zeytin (Olea europaea L.), meyve ve
yaprak Ornekleri Edremit Zeytincilik Fidan Uretme Istasyonu’nun zeytin
bahgesinden temin edilmistir. Bu ¢alismada, 5 farkli zeytin meyve cesidi ve yapragi
RNA ve DNA izole etmek iizere kuru buz icinde boélgeden getirilip, ekstraksiyon
yapilana kadar — 80 C° dolabinda muhafaza edilmistir. Kullanilan zeytin ¢esitleri ve

ornek toplama takvimi Tablo 14 de verilmistir.

Tablo 14. Kullanilan zeytin cesitleri ve takip edilen 6rnek toplama takvimi

Zeytin gesitleri [lk toplama tarihi | Son toplama tarihi
Ayvalik 13.07.2005 17.11.2005
Memeli 13.07.2005 17.11.2005
Kiraz 13.07.2005 17.11.2005
Uslu 13.07.2005 17.11.2005
Memecik 13.07.2005 17.11.2005
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3.9 RNA Esit Yuklemesi

RT-PCR’da farkli oOrneklerden alinan toplam RNA miktarmin esit
oldugundan emin olmak icin, spektrofotometrede Olgiillen RNA miktarlarina gore
1000 ng RNA % 0,9 luk agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek, UVP monitorde
goriintiilendi. Sekil 6 ° da goriildigi gibi jel goriintiisii spektrofotometrik 6l¢iim

degerlerinin dogru oldugunu teyit etmektedir Her ¢esitten 1000 ng RNA yiiklemek

icin gerekli hacim pL olarak Tablo 15° de goriilmektedir.
1 2 3 4 5

Sekil 6. RNA esit yiiklemesi. 1. Ayvalik, 2. Memeli, 3. Kiraz, 4. Uslu, 5.

Memecik
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Tablo 15. RNA esit yiikleme hesaplamasi i¢in her ¢esit ve drneklemeden 1000 ng'a

karsilik gelen miktar.
Cesitler Aylar RNA miktar1 (1000ng)
Ayvalik Temmuz 5uL
Kasim 8,44 uL
Memeli Temmuz 1,76 uL
Kasim 6,51 uL
Kiraz Temmuz 2,17 uL
Kasim 4,05 uL
Uslu Temmuz 1,70 uL
Kasim 5,29 uLL
Memecik Temmuz 2,28 uL
Kasim 2,38 uL

Bu sonuclarin giivenilirliginden emin olmak i¢in ayni Grnekler yaklasik
olarak 4 defa tekrar edilmistir. Ayrica RT-PCR da 1,5 kb’lik (iirlin olusturan)

primerlerin yan1 sira 1 kb lik (iiriin olusturan) primerler de denenmistir.

3.10 Restriksiyon Enzimleri ile Kesim

Cesitler arasindaki SAD polimorfizmini tespit etmek i¢in genin dizisi icinde
kesim bolgeleri bulunan 4 restriksiyon enzimi kullanilmistir. Bu enzimler agisindan
Stearoyl ACP desaturazin restriksiyon haritasi Sekil 7° de, bu enzimlerin kesim
bolgeleri ve tanima dizileri ise Tablo 16’da verilmistir. Genomik DNA’nin ve
cDNA’nin kalip olarak kullanilmasiyla elde edilen PCR iiriinleri belirtilen
restriksiyon enzimleriyle ayri ayri kesime tabi tutuldu. Bunun i¢in restriksiyon
enzimlerinin SAD ¢cDNA’sindaki her kesimi bagina 1 pg DNA olacak sekilde kalip
DNA eklendi. Restriksiyon enzim miktar1 ise her pg basina 1 iinite enzim olacak
sekilde eklendi. Her enzimin kendi tamponu eklendikten sonra reaksiyon miimkiin

olan en az hacimde olacak sekilde gerektiginde su ilave edildi. 37 C° de 2 saat
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inkiibe edildikten sonra % 0.9- % 1.2°lik agaroz jelde

monitdrde fotografland .

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441

acaaattttc
gctttccacc
tcatggcttc
cgcctccacg
tttttaattc
ataaatgctg
aggtcatgga

tgattattgt
ccacaagatg
aactattcat
agaggtacat
tctgaacaat
gcaaccaagt

gctacgtaaa

ttggagatat
atggagttcg
ggactgctga
gggttgacat
ctcgtacgga
ccttcatttc
ctcagatatg
ttgttgaaaa

gattacagag
agacgagacg
agagaatagg
gaagcaaatt
aaacaatccc
tcatggaaac
cggtatcatt
gctattcgag

tgaggaagaa
ttgagaactt
atattttgga
aggggcgtaa
agcgagcaca
gagaaatcaa
gcaaatatat
aacataaaat
tatgacagac
tctttatcaa

agtctctatg
ctcttctgta
atttttggtc
agcacaagat
atcaagggtc
tctatgaacg
aaggtcggtc
tgttccagtg

tttcattcaa
ccttccttce
tctccttcta
gttcaagtaa
tgggccicaag
gactttctac
agatgcaagg
gaagcacttc
ggtgctagcec
catggtgacc
gaaaagacaa
tacctgggat
acggctaggc
gctgcagatg
attgaccctg
ccagctcatc
gcacagcggce
ggaaggtggg
tacgtgtgca
aagaaagcat
ctgcactgaa
tgtcgccatc
gtatatttct

gaataattcidgteoagtga

ctcgcttacg

agtattataa

taatttgaga
ccgatgctcg
tggaggtcgg
cccattcctt

agaatatctt ggtgctccta

kosturularak sonuglar UV

agaaatggca
tatcagatct
aaaagttaaa

agcaccagaa

ccg@ét8agc ttctgaaggc

aaattcctga
ccacttacca
ttactccttg
ttctgaacaa
ttcaatacct
ttatctacac
ttgccaagga
agaagcgcca
atggcactgt
tgatgtacga
taggggtcta
atattgagaa
ctttgcctcc

clggcclacccec

tgattatttc
gacgatgctt
ggctatttgg
atatctttat
aatcggttcc
ttcattccag
acacggggac
tgaaactgcg
gttggcactt
tiggcclaggac
tactgccaag
gttgacaggt
taga@atecga

cttcagctgg

cgtaggfaGElEttctagcag

tggtctgtat
cgttccttta
ggagacgatt

aagtagaatc

caagaaatgt
tttgtttagt
tcttgctgca
ttgtgcttgt

ctgaaacttt
cacagggttt
aagcctttca
aagcgcgaga
aaggatgtcg
tttgacgagc
attgtcttgg
aacaccctag
actagagcat
ctttctggac
gggatggatc
gagagggcaa
ctgaaattgg
tataccaaaa
gccgacatga
gataatctct
gactatgccg
ctttctggag
aggttggagg
attttcggtc
cctttgataa
gttaaaaata
tttgatcaga
atctttgttt
tta

Sekil 7. Stearoyl ACP desaturaz cDNA'sinin (Olea europaea L. cv. Koroneiki'ye ait)

Msp I (koyu), BsuR I (kutu i¢ine alinmis), Alu I (alt1 ¢izili) ve Hinf I (gri)

restriksiyon haritasi.
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Tablo 16. Restriksiyon enzimlerinin kesim bdolgeleri ve tanidigi diziler

Enzim | Kesim bolgesi Tamdig: dizi
Msp I 649 CCGG

BsuR 1 |264,943,1173 GGCC

Alu I 339,371, 851, 924, 1186 AGCT
Hinf1 333, 1123, 1237, 1400, 1476 GANTC

3.11 Yag Cikarma Deneyleri

Stearoyl ACP desaturaz geninin kodladig1 enzimin katalizlemesiyle olusan
oleik asit zeytin yaginin ana bilesenidir. Dolayisiyla bu genin ekspresyon seviyesi ile
zeytin yag verimi arasinda bir korelasyon beklemek mantikli goriinmektedir. Bu
amagla RNA izolasyonu yapilan orneklerden ayni zamanda yag da izole edildi.
Bunun i¢in her ¢esit ve 6rneklemeden yaklasik 10 g zeytin alinarak hem Soxhlet
cihazinda hemde hekzan iginde bekletme yontemi ile ayr1 ayr1 yag cikarildi. Bu
denemenin sonucunda ayni 6rnek i¢in Soxhlet cihazindan % 5 verim, hekzan i¢inde
beklettigimizde ise % 4,5 verim elde edildi. Iki ydntem arasinda bariz bir fark
olmadigi icin daha pratik olan hekzan icinde bekletme yontemi ile yag g¢ikarma
isleminin geri kalan kismi tamamlandi..Bunun i¢in 10 gr. zeytin 40 ml. Hekzan
igerisinde 2 gilinde bir siiziilmek kosuluyla 2 hafta boyunca ekstraksiyon islemine tabi
tutuldu. Daha sonra ¢ozelti siiziilerek, ¢okelekten ayristirildi. Cozeltinin ¢oziiciisii
evaporator (Heidolph VV2011) ile ugurulduktan sonra, yag elde edildi ve tartilarak

miktar1 belirlendi

4. BULGULAR
4.1 RT-PCR Sonuglari
RNA esit yiiklemesiyle hesaplanan kalip miktarina gore yapilan RT-PCR

sonucunda SAD geninin aylar arasinda ve gesitler arasindaki ekspresyon fark: Sekil 8

’de goriildiigii gibi tespit edilmistir.
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TEMMUZ

KASIM

Sekil 8. 1,5 kb lik.primerler ile yapilmigs RT-PCR sonuglar1

4.2 Restriksiyon Sonuglari

1,5 kb lik primerlerle ¢ogaltilan cDNA 6rnekleri Msp I, BsuR I, Hinf I ve Alu I
enzimleri ile kesilmistir (Sekil 9, 10, 11, 12).

______________ Msp 1 BsuR I

Sekil 9. Msp I ve BsuR I enzimleri ile kesilmis cDNA 6rnekleri
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Sekil 10. Msp I ve BsuR I enzimleri ile kesilmis cDNA 6rneklerinin renklerinin ters

cevrilmis goriintiisii.

NOT: Elektroforez goriintiileri cok net olmadigindan, bantlarin daha iyi goriilmesi

icin renklerin ters ¢evrilmis goriintiileride verilmistir.

200 be:

Sekil 11. Alul enzimi ile kesilmis 6rnekler
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Sekil 12. Alu I enzimi ile kesilmis 6rneklerinin renklerinin ters ¢evrilmis goriintlisti

Sekil 13. Hinf I enzimi ile kesilmis cDNA o6rnekleri

‘-
e ———
Eebaad 1|

Sekil 14. Hinfl enzimi ile kesilmis 6rneklerin renklerinin ters ¢evrilmis goriintiisii.

[ g
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4.3 DNA Ornekleri ile Yapilmis Restriksiyon Sonuglar

Sekil 15 genomik DNA’nin kalip olarak kullanildigi PCR iirlinlerinin restriksiyon

enzimleriyle kesildigi sonuclar1 gostermektedir.

1569 be:

-— -
500 be. —

700 be.
600 be.
500 be.

300 be.

Sekil 15. Mspl ve Hinf 1 enzimleri ile kesilmis oOrneklerin ve ters c¢evrilmis

goruntusu.

4.4 Verilerin Degerlendirilmesi

RT-PCR sonuclarmin analizinden, restriksiyon enzimleri ile elde edilen
polimorfizm analizi sonuglari, ¢ekilen fotograflar {izerinden yapilmistir. Yag ¢ikarma
deneyi sonuglari ile yag verimi elde edilmistir.

Ekspresyon seviyelerinin karsilastirilmasinda, Agaroz jel elektroforezinde ki
bantlarin parlaklig1 dikkate alinmistir. Buna gore, parlak olan bantlarda, ekspresyon
seviyesi yliksek, az parlak olmayan bantlarda ise ekspresyonun az oldugu sonucuna

varilmstir.
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Agaroz jel elektroforezi sonucu cesitlerin gosterdigi ekspresyon seviyesi
bantlarinin parlakligindan yararlanilarak bir oran belirlenmis ve bu verilerden
yararlanarak Temmuz ve Kasim aylar1 gen ekspresyon grafikleri Sekil 16 ve 17de

gortildiigii gibi elde edilmistir.

Sekil 16. Temmuz ay1 gen ekspresyon analizi

Kasim ay1 gen ekspresyon grafigi
4
3.5
3 4
© ,
£ 2.5
& 2
£ 15|
5
1
0.5 I
0
1 2 3 4 5 6 7
Cesit
Sekil 17. Kasim ay1 gen ekspresyon analizi
Temmuz ay1 gen ekspresyon grafigi
3
2.5
@ 2
£
8 1.5 1
£
o 11
0.5
0
1 2 3 4 5 6 7
Cesit
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4.5 Restriksiyon Enzimi Kesim Sonugclari

Dort farkli restrsiksiyon enzimi ile kesilen RNA orneklerinin ve 2 farkh
restriksiyon enzimi ile kesilen DNA orneklerinin kesim sonuglari ile ilgili bilgi

asagidaki tablolarda (17, 18, 19, 20, 21, 22) verilmistir.

Tablo 17. Msp I enzimi kesim sonuglari

Ornek Enzim Bant sayis1 Bantlarin

biiytikligi

Ayvalik Mspl 3 bant 1500 bg.
800 bg.
700bg.

Memeli Msp I 3 bant 1500 bg.
800 bg.
700bg.

Kiraz Msp I 3 bant 1500 be.
800 bg.
700bg.

Uslu Msp I 3 bant 1500 bg.
800 bg.
700bg.

Memecik Msp I 3 bant 1500 bg.
800 bg.
700bg.

Cakir Msp I 3 bant 1500 bg.
800 bg.
700bg.
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Tablo 18. BsuRI enzimi kesim sonuglari

Ornek

Enzim

Bant sayis1

Bantlarin

biiyiikliigi

Ayvalik

BsuR I

4 bant

1000 bg
900 be.
800 be.
700bg.

Memeli

BsuR I

4 bant

1000 bg
900 be.
800 be.
700bg.

Kiraz

BsuR I

4 bant

1000 bg
900 be.
800 be.
700bg.

Uslu

BsuR I

4 bant

1000 bg
900 be.
800 be.
700bg.

Memecik

BsuR I

4 bant

1000 bg
900 be.
800 be.
700bg.

Cakar

BsuR I

4 bant

1000 bg
900 be.
800 be.
700bg.
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Tablo 19. Alu I enzimi kesim sonugclart;

Ornek Enzim Bant sayis1 Bantlarin
biiyiikligii
Ayvalik Alul 2 bant 500 bg.
400 bg.
Memeli Alul 2 bant 500 bg.
400 bg.
Kiraz Alul 2 bant 500 bg.
400 bg.
Uslu Alul 2 bant 500 bg.
400 bg.
Memecik Alul 2 bant 500 bg.
400 bg.
Cakir Alul 2 bant 500 bg.
400 bg.
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Tablo 20. Hinf I enzimi kesim sonuglari

Ornek

Enzim

Bant sayis1

Bantlarin

biiyiikliigi

Ayvalik

Hinf'1

3 bant

600 be.
400-300 be.
300 be.

Memeli

Hinf' I

4 bant

900 be.
600 be.
400-300 b.
300 be.

Kiraz

Hinf' I

4 bant

900 be.
600 be.
400-300 bg.
300 be.

Uslu

Hinf'I

2 bant

900 be.
400 be.

Memecik

Hinf'1

3 bant

900 be.
400-300 be.
300 be.

Cakir

Hinf' 1

3 bant

900 be.
400 bg.
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Tablo 21. Msp I enzimi kesim sonuglar1 (DNA)

Ornek Enzim Bant sayis1 Bantlarin

biiyiikliigi

Ayvalik Msp I 3 bant 1500 bg.
1000 bg.
500 bg.

Kiraz Msp I 3 bant 1500 bg.
1000 bg.
500 bg.

Uslu Msp I 3 bant 1500 bg.
1000 bg.
500 bg.

Memecik Msp I 3 bant 1500 bg.
1000 bg.
500 bg.
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Tablo 22. Hinf I enzimi kesim sonuglar1 (DNA)

Ornek Enzim Bant sayis1 Bantlarin

biiyiikliigi

Ayvalik Hinf I 2 bant 600 bg.
300 bg.

Kiraz Hinf I 3 bant 700-600 bg.
500 bg.
300 be.

Uslu Hinf I 5 bant 1000 bg.
800 bg.
700-600 bg.
500 bg.

300 bg.

Memecik Hinf I 8 bant 1500 bg.
1200 bg.
1000 bg.
900 bg.
800 bg.
700-600 bg
500 bg.
300 bg.

4.6 Yag Cikarma Deneylerinin Verileri

Yag verimi tespiti i¢in; 1. ve 5. aylarda elde edilen yag miktarlar1 arasinda

belli bir oran hesaplamasi yapilarak, verim hesaplamasi yapilmistir.

Verim : Yag miktar1 x 100
Zeytinin tane agirhig
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Olacak sekil de verim hesaplanarak asagidaki Tablo elde edilmistir

Tablo 23. Yag verimin aylara gore orant

Cesit Temmuz ay1 Kasim ay1 Artis orani
Ayvalik % 0,82 % 5,7 7 kat
Memeli % 0,85 % 4,6 5,4 kat
Kira % 0,78 % 2,0 2,56 kat
Uslu % 0,96 % 2,6 2,7 kat
Memecik % 0,83 % 2,8 3,3 kat

Tiim bu veriler bir grafige aktarildiginda Sekil 18 deki grafik elde edilmektedir.

ZEYTIN CESITLERINDE YAG VERIMi GRAFIGI

ORTALAMA (g yag /mL)
N

O T T T T
AYVALIK  MEMELI KIRAZ USLU MEMECIK

CESITLER

Sekil 18. Zeytin ¢esitlerinde yag verimi grafigi
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5. TARTISMA VE SONUC

5.1 Gen Ekspresyonu ve Yag Verimi Sonuglari

Tiirkiye, zeytin yetistiriciligi bakimindan Onemli {ilkeler arasinda yer
almaktadir. Yaglik zeytin iiretiminde diinya genelinde 4. siradadir. Ulkemizde
yetistiricilik genel olarak, bes bolgede yapilmaktadir. Bu bolgelerden Marmara ve
Ege bolgeleri iiretimin biiyiik bir kismin1 karsilamaktadir. Dolayisiyla bu ¢aligmada

kullanilan zeytin 6rnekleri Marmara ve Ege bolgelerine aittir.

Zeytinyagi, zeytin meyvelerinden hicbir kimyasal madde karistirilmadan,
meyvenin etli kismindan elde edilir. Zeytin yag1 bilesiminin % 80-85” lik kismini
olusturan oleik asit, zeytin yagmin kalitesini belirlemede kullanilan 6nemli
parametrelerdendir [2]. Doymus stearik asitten (18:0), tekli doymamis oleik asit
(18:1) {retimini katalizleyen, plastidsel ve ¢o6ziinebilir enzim Stearoyl ACP

desaturazdir (SAD).

A9-SAD geni, zeytin ¢esitlerinden sadece Olea europaea L. cv. Koroneiki’ de
cok ayrmtili calisilmis olmakla birlikte diger cesitlerde ¢ok yaygin ¢alisilmamustir.
A9-SAD geni, doymamis yag asitlerinin, doymus yag asitlerine oranin1 belirlemede
de kullanilmaktadir. Bu yiizden bu gen lizerine farkli bitkilerde de bir ¢cok calisma
yapilmistir.

Canlilar arasinda, bulunan desaturazlardan, ¢oziinebilir 6zellige sahip olan tek
desaturaz enzimi SAD’ dir. Hayvanlarda, mantarlarda ve insanlarda bulunan
desaturazlar, integral membran proteinleridir.  Coziilebilir SAD enzimi ise

plastidlerin stromasinda lokalize olur.

Coziilebilir plastidsel enzim olan SAD, Stearik asitin 9. ve 10. karbon
atomlar1  arasinda ferrodoksini ve molekiiler oksijeni kullanarak, cis
konfigiirasyonunda tekli doymamis bagi olustururlar. Olusan ¢ift bag stearik asitin,

yiiksek erime sicakligini diisiirdiigii i¢in, zeytin yag1 oda sicakliginda sividir.
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Hatzopoulas ve arkadaslari, Olea europaea L. cv. Koroneiki zeytininde
yaptiklar1 calismada, SAD genin gelisimsel olarak diizenlendigini, farkli dokularda
farkli ekspresyon profili gosterdigini, ve yag verimi ile korelasyon i¢inde oldugunu
tespit etmislerdir [30]. Bu calismada elde edilen sonuglar da beklendigi gibi bu
dogrultudadir. Ancak bu ¢alismada sadece tek bir zeytin ¢esidi degil bes ayri ¢esitte
ekspresyon analizi yapilmis boylece gelisimsel ekspresyon farklarina ilaveten gesitler

arasi farklar da tespit edilmistir.

Zeytin  meyvesinin  gelisim asamalarina baktigimizda, genel olarak,
cimlenmeden sonra bes asamada gozlenmektedir. Olgunlasmanin ilk asamasi
temmuz ayma denk gelmektedir. Son asamasi ise Kasim-Aralik aylarmma denk

gelmektedir.

Zeytin gelisiminin ilk aylarinda, mezokarp dokusundaki SAD genin
ekspresyon seviyesi, Ayvalik, Memeli, Kiraz,Uslu, Memecik zeytin c¢esitlerinde

tespit edilmistir.

Ayvalikk,  Memecik, @ Memeli  zeytin  ¢esitleri, yaghk  olarak
degerlendirilmektedir. Uslu sofralik olarak degerlendirilirken, Kiraz zeytini hem
sofralik, hem yaglik olarak degerlendirilmektedir. Elde ettigimiz gen ekspresyonu
sonuglar yaglik cesitlerde daha gok mRNA ekspresyonu oldugunu, yag veriminin de
bununla paralel oldugunu gostermistir ki bu da cesitlerin sofralik ve yaglik olarak
ayrilmis olmasiyla paralellik gostermektedir. Aslinda Ayvalik ve diger zeytinlerde
sofralik olarak degerlendirilebilir, ancak yag verimi daha iyi oldugu i¢in yag amach

kullanimi tercih edilmektedir.

Yaglik zeytinlerde, SAD genini ekspresyon seviyesinde olgunlasmaya paralel
bir artis beklenirken, ayn1 zamanda yag veriminde de paralel bir artig s6z konusudur.
Alinan sonuglara gore; Ayvalik zeytin ¢esidinde, Temmuz ve Kasim aylar1 arasinda
ekspresyon farki ile yag verimi arasinda bir iligki bulunmaktadir. Memeli zeytin
cesidinde de ayni sekilde, Temmuz ve Kasim aylar1 arasinda ekspresyon farki ile yag
verimi arasinda bir oranti bulunmaktadir. Kiraz zeytin ¢esidinde, Temmuz ayinda

ekspresyon az iken, Kasim ayinda SAD ekspresyonu maksimum olmustur. Ancak
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ekspresyondaki bu artis yag verimi ile paralel degildir. Bunun sebebi yag eldesi
sirasinda kaynaklanan bir hata olabilir. Ancak cDNA 6rneklerinde 1 kb’lik primerler
ile yaptigimiz PCR sonuglar ile yag verimi sonuglar1 birbirini dogrulamaktadir.
Uslu zeytin ¢esidinde, Temmuz ve Kasim aylar1 arasindaki ekspresyon seviyesi
acisindan farklilik bulunmamaktadir. Buradan Uslu zeytin ¢esidinin sofralik igin
uygun oldugu yag icin kullanilamayacagi yorumu yapilabilir. Yag verimi ile de
paralellik vardir. Memecik zeytin ¢esidinde; Temmuz ve Kasim aylar1 arasindaki
ekspresyon farki, diger yaglik zeytinlere benzemektedir. Temmuz ayida ekspresyon

az iken, Kasim ayinda ekspresyon artmaktadir ve yag artisi ile de orantilidir.

Tiim bu sonuglara gbére 5 gesit icinde en iyi yaglik olarak Ayvalik cesidi
belirlenmistir ki bu ¢esidin zaten ¢cogunlukla bu amag i¢in iiretiliyor olmasi da bu

sonucu dogrulamaktadir.

SAD geninin ekspresyon analizinin, ¢esitler aras1 ve gelisimsel olarak tespiti,
zeytinlerin yaglik ve sofralik olarak degerlendirilmesi agisindan 6nemlidir. SAD
geninin ekspresyonun ¢ok oldugu =zeytinler ticari olarak da yaglik amagh

kullanilmaktadir.

5.2 Restriksiyon Analizi Sonuglari

Zeytin cesitleri arasindaki, ekspresyon farki ve yag verimi arasindaki verimin
karsilagtirilmasinin yan sira, tiirler arast SAD geni polimorfizmi de tespit edildi. Bu
ama¢ dogrultusunda, ekspresyon ve yag verimi analizi i¢in mevcut gesitlere ilave

olarak 1 tane daha yaglik ¢esit (Cakir) eklendi.

Olea europaea L. cv. Koroneiki cDNA’sina gore belirlenmis, enzim kesim
bolgelerini igeren 4 enzim kullanildi.. Bu enzimlerin kesim bolgeleri Sekil 7 ve

Tablo 16’da verilmistir.

Haralampidis ve arkadaslar1 [78] Southern Blotting Analizi ile Olea europaea
L. cv. Koroneiki zeytin ¢esidinde SAD geninin 2 kopya oldugunu tespit etmislerdir.
Mspl enzimi ile cDNA’dan elde edilen intronsuz DNA 6rnekleri ile kesildiginde 2
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kopyal1 oldugu Tiirkiye’ de yetisen zeytin ¢esitlerinde de tespit edilmistir. Mspl
enzimi 1 bolgeden kesmesine ragmen; restriksiyon sonuclarina gore 1500 bg’lik
(kesilmemis) bir bant, ve 800 b¢’lik ile 700 b¢’lik 2 bant elde edilmistir. Buradan,
birinci kopyada Mspl enzim kesim bdlgesi bulunmadig: ikinci kopyasinda ise bir

kesim bolgesi oldugu sonucu ortaya ¢ikmaktadir.

Tiim o6rneklerde, Alu I ve BsuR I enzimleri ile kesildiginde, polimorfizm

gozlenmemistir.

Hinf I enzimi ile kestigimizde 6 6rnekte polimorfizm tespit edilmistir. Kesim
bolgelerine bakildiginda; Ayvalik zeytin cesidinde, 3 bant elde edilmistir ve
polimorfizm vardir. Memeli zeytin ¢esidinde, 4 bant elde edilmistir ve polimorfizm
vardir. Kiraz zeytin ¢esidinde, 4 bant elde edilmistir ve polimorfizm vardir. Uslu
zeytin g¢esidinde, 2 bant elde edilmistir ve polimorfizm vardir. Memecik zeytin

cesidinde, 3 bant elde edilmistir ve polimorfizm vardir.

Cesitler arasinda tespit edilen restriksiyon polimorfizmine gore; Memeli ve
Kiraz zeytinleri yakin grupta yer almaktadir. Hepsinde ortak olan yaklasik 350
b¢’lik bir bant bulunmaktadir.

Genomik DNA ornekleri, Mspl ve Hinfl enzimleri ile kesildiginde Mspl
enzimi ile SAD geninin iki kopyali oldugu ve bu genin bir kopyas1t Msp I enzimi
kesim bolgesi igermesine karsin digerinin icermedigi ve RT-PCR sonuglarindan elde
edilen sonuglara paralellik gosterdigi ortaya ¢ikmaktadir. Hinf I enzimi ile yapilan

restriksiyon analizinde de polimorfizim teyid edilmistir.

Bu ¢aligma zeytin SAD geninin iki kopyasin1 birbirinden ayirmak i¢in uygun
bir kriter (Msp I restriksiyon analizi) gelistirdigi gibi, ayrica bu genin g¢esitler
arasindaki polimorfik boélgelerinden birini de (Hinf I kesim bolgesi) ortaya
cikarmistir. Devam eden ¢alismalarda diger ¢esitler bu polimorfizm agisindan analiz

edilecek ve bu polimorfizmin enzim aktivitesi ile korelasyonu arastirilacaktir.
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