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OZET

Gemlik Zeytin Cesidi’nin Diisiik Sicakhik Kosullarinda Fizyolojik Ve Molekiiler

Acidan Karakterizasyonu

Zeytin  bitkisinde (Olea europaea L.) diisik sicakliklara dayanim
mekanizmasinin incelenmesini hedefleyen bu arastirmada, “Gemlik” zeytin ¢esidi’ne ait
bir yillik siirglinlerde iki yil siiresince aylik periyotlar halinde yapay diisiik sicaklik
testleri (4°C, -5°C, -10°C ve -20°C) uygulanmustir. Diisiik sicaklik uygulamalarini
takiben iyon sizintis1 yontemi ile yaprak ve kabuk dokularinin hiicre membraninin
zararlanma seviyesi belirlenerek her iki dokunun mevsimlere gore diisiik sicaklik
toleranslart (LTsp) tespit edilmistir. Ayrica mevsimlere ve diisiikk sicakliklara gore
yaprak ve kabuk dokularinda olusan fizyolojik ve molekiiler biyolojik degisimlerin
belirlenebilmesi amaciyla karbonhidrat metabolizmasiyla ilgili olarak toplam
¢oziinebilir seker (TCS), glukoz (GI) ve sukroz (SI) icerikleri; antioksidatif savunma
mekanizmasi ile ilgili katalaz (CAT) ve askorbat peroksidaz (APRX) enzim aktiviteleri
saptannugtir. Ote yandan, zeytinde soguga dayamiklilikta protein metabolizmasinin
aciklanmast ve bu konuda kullanilabilecek bir protein belirtecinin arastiriimasi
amactyla tiim uygulamalarda toplam c¢oziinebilir protein (TCP) degisimleri dlgiilerek
SDS-PAGE teknigi ile TCP profilleri ¢ikarilmig, ardindan yaprak ve kabuk dokularinda
western-blot teknigi ile Temmuz ve Ocak ay1 drneklerinde dehidrin grubu proteinlerin
diizey degisimleri belirlenmistir.

Buna gore, yaprak ve kabuk dokulari tim aylar itibariyle 4°C ve -5°C
uygulamalarinda diisiik oranda zararlanma gdstermistir. Ancak, mevsimlere bagl olarak
-10°C’den itibaren %50 zararlanma oranin iizerinde degerler tespit edilmistir. Aylar
itibariyle, -10°C ve -20°C uygulamalarinda yaprak ve kabuk dokularinda en diigiik
zararlanma oranlar1 kis aylarinda; en yiiksek zararlanma oranlar ise, yaz aylarinda
belirlenmistir. LTs degerleri de benzer olarak, hava sicakliklarinin diismeye basladigi
sonbaharda artis gostererek kis ortasinda en yiiksek noktaya ulasmis, takiben hava
sicakliklariin tekrar yiikselmeye basladigi bahar aylarindan itibaren dereceli olarak
azalarak yaz ortasinda en diisiik seviyeye ulagmustir.

Genel olarak zeytinde sonbahar ve kis adaptasyonu sirasinda yaprak ve kabuk
dokularinda TCS, GI ve SI artis gostermistir. Diisiik sicaklik uygulamalarma gére ise,
genel olarak, her iki dokuda da -10°C ve -20°C uygulamalarmnda TCS, Gi ve SI
artmistir. Bununla birlikte, gerek mevsimsel olarak, gerekse diisiik sicaklik
uygulamalarma gore en keskin artis ve azalislar SI’inde gerceklesmistir. LTso’nin en
diisiik oldugu yaz aylarinda SI’nin ¢ok diisiik diizeylerde olusu ve LTso’nin en yiiksek
oldugu kis aylarinda ise SI’inde yiiksek olusu zeytinde dona dayanimda sukrozun
Onemini ortaya ¢ikarmistir.
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Calismada genel olarak, CAT ve APRX enzim aktivitelerinin, sonbahar ve kis
aylarinda yaz aylarina gore daha yiiksek seviyelerde oldugu belirlenmistir. Ote yandan,
aragtirmada LTso’nin artmaya basladigi sonbahar aylarinda CAT ve APRX enzim
aktiviteleri artig gosterirken, LTso’nin en yiiksek oldugu kis aylarinda sonbahara gore
aktivitede bir miktar azalis ger¢eklesmistir. Bununla birlikte, CAT aktivitesi diisiik
sicaklik uygulamalart ile beraber azalmis, oysa APRX aktivitesi -5°C uygulamasina
kadar degismememis, -10°C’den itibaren ise, aylara bagl olarak diisiis gostermistir.
Buna gore, zeytinde APRX’in CAT enzimine gore soguga dayanimda daha etkili
olabilecegi diisliniilmiistiir.

Deneme siiresince TCP sonbahar sonu kis mevsiminde LTso’nin artigina paralel
sekilde artig gdstermistir. Ote yandan, bahar aylarinda dzellikle Mart ayinda hem yaprak
hem de kabuk dokularinda TCP igerigi hizla diigmiistiir. TCP icerigi acisindan her iki
dokuda da uygulama sicakliklar diistiik¢e aylar arasindaki farklilik daha belirgin hale
gelmistir. Ozellikle -10°C’den itibaren yaz aylarindaki TCP icerigi ¢ok azalirken, kis
aylarinda protein birikiminin ¢ok daha fazla oldugu gozlenmistir.

Bununla birlikte, ¢alismanin diger bir amacini olusturan diisiik sicakliklarda
degisen protein belirteglerinin arastirilmast  esnasinda immunoblot caligsmalari
sonucunda yapraklarda 43 ve 16 kDa, kabuklarda ise 43, 30, 23 ve 16 kDa dehidrin
proteinlerinin diislik sicakliklara dayanimla iligkili oldugu belirlenmistir.

Sonug olarak, zeytin bitkisinin giinliik hava sicakliklarmin kademeli olarak
azalmasi ile birlikte karbonhidrat, protein ve antioksidant enzim metabolizmalarini
iceren kompleks mekanizmalar sayesinde hiicre membran dayanikliligini arttirarak
diistik sicakliklara 6nemli derecede dayanim kazandigi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Zeytin bitkisi (Olea europaea L.), disiik sicaklik stresi,
¢oziinebilir karbonhidratlar, antioksidant enzimler, ¢6ziinebilir proteinler, dehidrin.



ABSTRACT

Physiologic and Molecular Characterization of the Olive cv. Gemlik Under Low

Temperature Conditions

In this study, one-year shoots of the olive (Olea europaea L.) plant cv. Gemlik
were subjected to artificial low temperature tests (4°C, -5°C, -10°C ve -20°C) for two
years with monthly periods. Low temperature tolerances (LTsp) of leaf and bark tissues
were determined by measuring the level of cell membrane injury using ion leakage
method following low temperature. In order to determine physiologic and molecular
biologic changes in leaf and bark tissues due to seasons and low temperature treatments,
levels of carbohydrate metabolism elements such as total soluble sugar (TSS), glucose
content (GC) and sucrose content (SC); and enzyme activities of antioxidative defence
mechanisms such as catalase (CAT) and ascorbate peroxidase (APRX) were measured.
In addition, to investigate protein metabolism and identify a protein marker in cold
hardiness of olive, total soluble protein (TSP) profiles of all tissues were determined
using SDS-PAGE method and levels of dehydrin proteins were analyzed in leaf and
bark tissues from January and July using Western Blot method.

Leaf and bark tissues subjected to 4°C and -5°C treatments in all months were
injured to a limited extent. However, more than 50% injury was determined by equal to
or colder than -10°C treatments depending on the season. Following -10°C and -20°C
treatments, the lowest and the highest injury in leaf and bark tissues were detected in
winter and in summer, respectively. Similarly, LTsy values started increasing with
decreasing temperatures during fall and peaked in the middle of winter while they
started decreasing gradually with increasing temperatures during spring and were the
lowest in mid summer.

TSS, GC and SC increased in leaf and bark tissues of olive during adaptation to
fall and winter. TSS, GC and SC generally increased in both tissues after -10°C and -
20°C treatments. In addition, the sharpest increases and decreases were observed in SC
both seasonally and with low temperature treatments. Evidence that SC is involved in
cold hardiness of olive comes from the data demonstrating low SC during summer when
LTso is similarly low and high SC during winter when LTso is similarly high.

That CAT and APRX enzyme activities are generally higher during fall and
winter compared with those in summer was determined in this study. On the other hand,
CAT and APRX enzyme activities started increasing during fall along with increasing
LTso While CAT and APRX enzyme activities decreased to some extent during winter
when LTso peaked. In addition, while CAT activity decreased with low temperature
treatments, APRX activity did not change until -5°C treatment but decreased with



decreasing temperatures starting from -10°C depending on the month the tissue was
obtained. Thus, APRX may be more effective in cold hardiness of olive compared with
CAT.

TSP increased during fall and winter in parallel with increases in LTso. On the
other hand, TSP decreased both in leaf and bark tissues during spring, particularly in
March. Differences between months in terms of TSP became more significant with
decreasing treatment temperatures in both tissues. TSP in tissues obtained during
summer was very low starting at -10°C treatment temperature, while TSP was much
higher in tissues collected during winter.

Additionally, immunoblot studies for investigating protein markers for cold
acclimation revealed that dehydrin proteins of 43 and 16 kDa in leaves and 43, 30, 23,
and 16 kDa in barks were associated with cold hardiness of olive.

In conclusion, it was determined that olive plant shows considerable tolerance
against low temperatures that are achieved after daily gradual decreases by increasing
cell membrane stability through complicated mechanisms including carbohydrate,
protein and antioxidative enzyme metabolisms.

Key Words: olive plant (Olea europaea L.), low temperature stress, soluble
carbohydrates, antioxidative enzymes, soluble proteins, dehydrin
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GIRIS

Botanik agidan zeytinin Oleaceae familyasinin Fraxinus, Forsythia, Forestiara,
Ligustrum, Olea, Syringa gibi bir ¢ok cinsi (genera) séz konusudur. Bu cinsler iginde
yaglik tiirler Olea cinsine bagli olup, bu cinse bagh 30 kadar degisik tiir, tropik ve
suptropik iklim sartlarinda yetismektedir. Bu kadar tiir arasinda ticari anlamda zeytin ve
zeytinyagi iiretimini miimkiin kilan yegane tiir Olea europaea (kiiltiir zeytini)’dir (Unsal
2000; Anonim 2006a).

Olea europaea L., 6zellikle Akdeniz iilkelerinin tarim sektoriinde 6nemli rol
oynayan ve ekonomik degeri yiiksek olan bir meyvedir. Degisik ¢evresel kosullara
adaptasyonun yiiksek olusu, degerli bir besin maddesi olmas1 yani1 sira, sofralik olarak
degerlendirilmesi, yaga islenebilmesi, ve 0zellikle son yillarda insan sagligi acisindan
Oneminin 6n plana ¢ikmasi nedeniyle diinyada en fazla yetistiriciligi yapilan bitki tiirleri

arasinda yer almaktadir (Bartolini ve ark. 1999; Duman 2003).

Zeytin agacmin kiiltiirel anlamda ilk yetistiriciliginin M.O. 3000 yillarinda
Suriye’de yasayan Sami irkindan insanlar tarafindan yapildigi ve yaginin ticari olarak
kullanildig1 kaydedilmektedir (Anonim 2003). Zeytin yetistiriciliginin yapildig1 ve ilk
yararlanilan yer Akdeniz iilkeleri olmus ve tiim Akdeniz bdlgesi boyunca yayilmistir.
Gilineydogu Anadolu’da ilk yerlesimini tamamlayan zeytin onceleri Bati Anadolu’ya ve
oradan da Ege Adalar1 yoluyla Yunanistan, Italya, Fransa ve Ispanya’ya kadar
uzanmustir. Sicilya yoluyla Kuzey Afrika’ya sigrayan zeytin, Gilineydogu Anadolu’dan
cikarak Suriye ve Misir iizerinden ilerleyen bu ikinci kol ile birleserek, Fas’a kadar

uzanip Akdeniz’in giiney kiyilarindaki yayilisini tamamlamistir (Anonim 2006a).

Diinyada zeytin 7 879 151 ha alan {izerinde yetistirilmekte olup, zeytin agaci

genellikle iilkemizin de i¢inde yer aldigi Akdeniz havzasi iilkelerinde yogunlagsmistir



(Anonim 2008b). Akdeniz kiyisinda yer alan Ispanya, italya, Yunanistan, Tiirkiye,
Portekiz, Fransa, Fas, Tunus ve Cezayir agac¢ varliginin %97’sine sahip onemli iiretici
iilkelerdir. Bunlarin yanisira ABD, Arjantin ve diger bazi iilkelerde de zeytinciligin
kiigiik capli olsa da yayildigr goriilmektedir (Anonim 2003; Anonim 2006b). Diinya
zeytinyagi iiretiminin %75.3’{i Avrupa Birligi iilkelerinde gergeklesmektedir. ispanya,
Italya, Yunanistan’in ardindan Tiirkiye diinya zeytinyagi iiretiminde 4.sirada yer
almaktadir. Tiirkiye Diinya sofralik zeytin iiretiminde ikinci, siyah sofralik zeytin

tiretimde ise ilk sirada bulunmaktadir (Anonim 2003; Anonim 2008a).

Ulkemizde islenebilen tarim alanlariin % 2.5%ini, bag ve bahge alanlarimin ise
%19.7’sini zeytin alanlar1 olusturmaktadir. Zeytin iretiminin %76’s1 Ege, %14’
Akdeniz, %15.7°’si Marmara, %41 Gilineydogu, %0.3’li Karadeniz bolgesinde
yapilmaktadir. Aga¢ sayisi ve Uretim alanlari agisindan da bolgeler ayni sirayi
izlemektedir. Uriin bazinda degerlendirildiginde ise, {iretimin %72’si yaglik olarak
degerlendirilen Ege bolgesi ile %83 iinii sofralik olarak degerlendiren Marmara bdlgesi
tilkemizin iki 6nemli bolgesidir (Anonim 2003). 2006 yili itibariyle 1 800 000 ton olan
Tiirkiye dane zeytin iiretimi sirastyla Aydin, Balikkesir ve Izmir illerinde yapilmustir.

Yaklagik 100 milyon agac sayis1 giderek artmaktadir (Anonim 2008b).

Gerek iilkemizde ve gerekse boliimiimiizde 6zellikle son 25-30 yil igerisinde
zeytincilik alaninda pek ¢ok arastirma yapilmis ve zeytin yetistiriciliginde karsilasilan
sorunlarin ¢oziimiine yonelik 6nemli adimlar atilmistir. Bu c¢alismalar kapsaminda,
zeytin ¢eliklerinin koklendirilmesi (Dikmen 1969; Uluskan 1978; Dikmen ve Uluskan
1982; Ayanoglu ve ark. 2000; Giinver ve ark. 2000), oksinlerin kallus dokusunun yapisi
ve fenolik madde degisimi {izerine etkileri (Tanrisever ve ark. 2000), uygun dikim
araliklarimin  belirlenmesi (Dikmen ve Uysal 1985), tohum ¢imlendirilmesini
kolaylagtiran uygulamalar (Yiice 1979,1985), asili koklii zeytin fidani tiretimi (Uluskan
ve Aykas 1986; Tekintas ve ark. 2000; Ozen 2002), cesitlere gore uygun budama ve
terbiye sistemlerinin saptanmasi (Cavusoglu ve Cakir 1978), yine gesitlere gore verimli
ve kaliteli fertlerin belirlenmesi ve bunlarin {iretimlerinin yayginlastirilmasi igin
seleksiyon ¢alismalar1 (Uslanmaz 1972), ¢igek tomurcugu dolayisiyla meyve olusumuna

yonelik caligmalar (Barut ve Ertlirk 2002), alternatif hasat yontemlerinin arastirilmasi



(Cavusoglu 1973,1977; Uslanmaz 1977; Caran 1994; Barut 2000), bitkisel fenollerin
mevsimsel degisimi ilgili arastirmalar (Akillioglu 1994), periyodisite ile ilgili caligmalar
(Akillioglu ve ark. 1990; Eris ve Barut 1991; Barut 1992; Barut ve Eris 1993,2000;
Aykas ve ark. 1998a; Varol 2003; Varol ve Tanrisever 2004) ve doku kiiltiirii teknikleri
yoluyla zeytinin iiretimi (Aykas ve ark. 1998b; Ozgen 2000) gibi pek c¢ok degisik

arastirma konular1 tizerinde durulmustur.

Zeytinciligin lilkemiz tariminda ¢ok Onemli bir yeri olmasma karsin, iiretim
miktarlart diistiktiir ve yillara gore biiyiikk degiskenlik gostermektedir. Bu durumun
nedenleri arasinda en biiyiikk payin periyodisite oldugu diisiiniilmektedir. Bu konunun
fizyolojik ve morfolojik temellerini agiklamaya yonelik pek ¢ok arastirma yapilmistir.
Boliimiimiizde de bu konuyla ilgili olarak calismalar yiiriitilmiistiir (Barut 1992; Eris ve
Barut 1992; Barut ve Eris 1993,2000). Ornegin Barut ve Eris (1993), “Gemlik” zeytin
cesidinde bilezik alma, NAA, ile ¢icek seyreltmesi ve GAj; gibi uygulamalarinin verim,
kalite ve periyodisiteye olan etkilerini belirlemislerdir. Arastirma sonucunda,
stirgiinlerdeki somak, somaktaki meyve tutumu, verim, kilogramdaki meyve sayisi ve
meyvelerin et/cekirdek oranlari acisindan bilezik alma ile GAj; uygulamalar1 daha
basarili sonuglar vermistir. Somaktaki ¢icek sayist yoniinden ise, Ozellikle NAA ile
seyreltme caligmalar1 ile daha etkili sonuglar saglanmistir. Bugiline kadar yapilan
arastirmalarin  sonuglarindan faydalanilarak yeni arastirmalarla bu sorunlarin

¢Oziinlenmesine katkida bulunulmustur.

Ekonomik anlamda zeytin yetistiriciligi 30-45° enlemleri arasinda yapilmakla
birlikte, son yillarda diinyada zeytin yagina olan talebin hizli artis1 yetistiricilik
sinirlarinm her iki yar1 kiirede de genislemesine neden olmustur. Ustelik, sonbahari
serin gegen yeni zeytin iiretim bdlgelerinde meyve olgunlagsma siirecinin yavas
ilerlemesi zeytinyag kalitesini arttirmaktadir (Palliotti ve Bongi 1996; Mancusso 2000).
Ancak bu bolgelerde yetistirilen zeytin agaglar1 ayn1 zamanda don tehlikesi ile karsi
karsiya kalmaktadir (Palliotti ve Bongi 1996). Bir zamanlar diinyanin sayili iireticisi ile
ithratcist sayilan Fransa’da soguk zarar1 nedeniyle zeytin agaci sayisi 25 milyondan 5.7
milyona gerilemis ve yetistirici soguk zarar1 sebebiyle zeytinciligi birakmak zorunda

kalmistir (Burak ve ark. 2000).



Ulkemizde, zeytincilik yapilan bdlgelerde Akdeniz iklimi hiikiim siirmekte olup
kislar 1lik ve yagish, yazlar ise sicak ve kurak gecmektedir. Bu bolgelerde genel olarak
yillik sicaklik ortalamasi 15°C ve 20°C arasindadir. Maksimum sicakligin 40°C’ ye
yiikselmesi zeytin agaclar1 i¢cin pek zararli degildir (Eris ve Barut 2000). Ancak
vegetatif gelisme durur. Buna kargin, kis aylarinda sicakligin ani olarak —10°C’ye
diismesi agaclarin cesitli organlarinda 6nemli zararlar yaparak énemli verim kayiplarina
neden olabilmektedir (Fontanazza 1986). Marmara bolgesi, Karadeniz ile Akdeniz
iklimi arasinda ge¢is 6zelligi gostermektedir. Bu bdlge kuzeyin soguk riizgarlarina kars1
acik olup sicaklik dereceleri zaman zaman kritik seviyelere diiserek tarimsal tiriinlerde
zararlanmalara sebep olmaktadir. Nitekim Bursa yoresinde 1985 yilinda kis aylarinda
iliman giden hava sartlarinin ardindan Subat ayinda yasanan ani sicaklik diisiisleri (-
16.4°C’ye kadar) zeytinlerde biiyiik zararlanmalara neden olmustur. Bu donemde zeytin
agaclarinda %100’e varan yaprak dokiimleri, siirgiin ve yapraklarda kahverengilesme ve
kuruma ve hatta bazi agaclarda tacin ve gévdenin tamaminin zararlandig1 saptanmistir

(Anonim 1985).

Bahge bitkilerinin diisiik sicakliklara dayanimlarinin temel esaslari {izerine ¢ok
uzun siireden beri ¢alismalar yapilmaktadir (Craker ve ark. 1969; Davis ve Gilbert
1970; Evert ve Weiser 1971; Faw ve Jung 1972; Chen ve Li 1980; Anchordoguy ve
ark. 1987; Fischer ve HOoIll 1991; Eagles ve ark. 1993; Anderson ve ark. 1995;
Bartolozzi ve Fontanazza 1999; Beck ve ark. 2004; Foyer ve Noctor 2005). Bu
calismalarda dona mukavemeti etkileyen igsel ve digsal faktorlere yonelik ¢cok degisik
konulara deginilmistir. Ornegin, dona mukavemet ile cevre sicakligi, bitkinin ve
topragin su igerigi arasindaki iligkiler, diisiikk sicakliklarda bitkilerde bulunan igsel
maddelerin miktar ve degisimleri, dona dayanimimn mevsimsel degisimi, diislik
sicakliklarda tiretilen spesifik genlerin degisimi vs. gibi konular ele alinmistir. Bununla
birlikte, diisiik sicaklik stresine kars1 bitkilerin tepkilerini molekiiler seviyede
aciklamaya yonelik olarak cok yilik yapragini doken odunsu bitkilerde ¢ok sayida
calisma (Kuroda ve Sagisaka 1993; Lanham ve ark. 2001; Dhanaraj ve ark. 2005;
Johnston ve ark. 2007; Pan ve Lou 2007; Zhou ve ark. 2007; Maghuly ve ark. 2008)

bulunmasina ragmen, herdemyesil tiirlerde bu konudaki aragtirmalar (Arora ve ark.
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1992; Marian ve ark. 2004; Chen ve ark. 2006) sinirhi sayidadir. Bu bitkilerin soguga
uyum mekanizmalarinin olduk¢a kompleks yapida olmasi nedeniyle bugiine kadar daha

az sayida molekiiler diizeyde ¢alismanin yapilmasina yol agmistir (Arora ve ark. 2004).

Zeytin agacinda dona dayanim hakkindaki mevcut bilgiler daha ¢ok soguk
zararindan sonraki bahge gozlemlerine dayanmaktadir. Bununla birlikte, son yillarda
zeytin bitkisinin diisiik sicakliklara toleransini belirlenmesine yonelik labaratuvar
arastirmalarini igeren cesitli bilimsel ¢aligmalar da (Roselli ve ark. 1989; Antognozzi ve
ark. 1990; Roselli ve Venora 1990; Roselli ve ark. 1992; Martin ve ark. 1993; La Porta
ve ark. 1994; Soleimani ve ark. 2004) yapilmistir. Bu arastirmalarin yani sira
mevsimlere bagl olarak karbonhidratlarin (Barut ve Eris 1995; Barranco ve ark. 2005;
Rejskova ve ark. 2007) ve toplam proteinlerin (Bartolozzi ve ark. 1999) degisimini
inceleyen siirl sayida aragtirma vardir. Ancak bu ¢alismalar zeytinde dona dayanim
mekanizmasinin arastirmasina yonelik detayli molekiiler analizleri icermemektedir.
Boliimiimiizde de zeytinlerde toplam proteinlerin yillik degisimleri (Eris ve ark. 2007;
Giilen ve ark. 2007) ile baz1 zeytin genotiplerinin antioksidantif enzim aktivitelerinin
soguga dayanimla iliskisini inceleyen g¢aligmalar yapilmigtir (Cansev ve ark. 2005,
2006, 2008). Zeytinde bugiine kadar yapilan ¢alismalarla belirli ilerleme kaydedilmigse
de, dona dayanim mekanizmasinin tam olarak anlagilabilmesi i¢in daha detayh
molekiiler fizyolojik ¢aligmalarin yapilmasinin 6nemi iilkemiz zeytinciligi agisindan

ortaya ¢ikmaktadir.

Bu arastirmada, Tiirkiye’nin en onemli sofralik zeytin cesidi olan te diisiik
sicakliklara dayanim mekanizmasimin fizyolojik ve molekiiler diizeyde incelenmesi
hedeflenmistir. Bu amagla “Gemlik” zeytin ¢esidi’ne ait bir yillik siirgiinlerde iki yil
siiresince yapay diisiik sicaklik testleri uygulanarak, yaprak ve kabuk dokularinin
mevsimlere gore diisiik sicakliklara dayanimi belirlenmistir. Ayrica mevsimlere ve
diisiik sicakliklara gore yaprak ve kabuk dokularinda olusan fizyolojik ve molekiiler
biyolojik degisimlerin belirlenebilmesi amaciyla karbonhidratlar, proteinler ve bazi
antioksidatif enzim aktiviteleri ile birlikte zeytinde soguga dayaniklilikla ilgili

kullanilabilecek belirleyici bir protein arastirilmistir.



1. KAYNAK ARASTIRMASI

Bu boéliimde tez konusu ile ilgili olarak bitkilerde diisiik sicakliklara dayanim ve
dayanimin belirlenmesi, diisiik sicakliklarda c¢oziinebilir sekerlerin, proteinlerin ve
dehidrinlerin rolleri ile, diisiik sicakliklarda antioksidant savunma mekanizmalari
konularinda bilgi verilmis ve bu konularda yapilmis calismalar Ozetlenerek

sunulmustur.

1.1. Diisiik Sicakhiklara Dayanim

Bitkilerin yeryiiziinde yayiliglarim1 sinirlayan en 6nemli faktorlerden biri de
diisiik sicakliklar olarak kabul edilmektedir (Eris 2003). Diinya {iizerindeki kara
parcalarinin yaklasik tigte ikisi her yil donma noktasinin altindaki sicakliklara maruz
kalmaktadir; bunlarin da yaklastk yarisimi  -20°C’nin  altindaki  sicakliklar
olusturmaktadir (Beck ve ark. 2004). Boyer’e gore, bitkilerin verim kapasitesi ile
ortalama verimleri arasindaki dengesizligin nedenlerinin %90’1n1 ¢evre faktdrlerindeki
olumsuzluklar olusturmaktadir. Cevre faktorlerindeki olumsuzluklardan biri olan diisiik
sicakliklar da tretimi smirlayan en Oonemli etkenlerden biridir. Don ve sogugun
siddetine gore ilirlin tamamen zararlanmakta ya da biiylik 6l¢ciide verim distkligi
meydana gelmektedir. Gerek 1slah programlar1 ve gerekse kiiltiirel islemler yardimiyla
diisiik sicaklik zararin1 Onlemek ya da azaltabilmek tamamen diisiik sicaklik

mekanizmasinin anlagilmasina baglidir (Li 1984; Streb ve ark. 1999).

Diisiik sicaklik zararlanmasi, bitkilerde iki ana baglik altinda toplanmaktadir.
Bunlardan birincisi 0-13°C arasindaki sicakliklara maruz kalma sonucu olusan
zararlanamadir. Donma noktasinin iizerindeki bu diisiik sicakliklar tropik ve subtropik
iklimlerde yetisen ve soguga uyum saglayamayan bir¢ok bitkiyi zorlamakta ve hatta

zarar vermektedir. Buna “lisiime (chilling) stresi” adi verilmektedir (Sakai ve Larcher



1987). Bu durum biyomembranlarin akiskanliklarinda azalmaya bagli olarak fonksiyon
kayb1 ve membrana bagli iyon pompalarinin islevlerinin bozulmasi ya da en azindan

sayilarinin azalmasi sonucunda ortaya ¢ikmaktadir.

Diger yandan, sicakligin 0°C’nin altina diismesi sonucu olusan durum “don
(freezing) stresi” olarak adlandirilmaktadir. Don stresinin olumsuz etkisi ise, gevre
sicakliginin diisiik olmasindan ¢ok, hiicre suyunun donmasindan kaynaklanmaktadir.
Donma sicakliginda hiicre metabolizmasi en aza inmekte ve onemli fizyolojik islevler
durmaktadir (Kagar ve ark. 2002). Bir bitkinin diigiik sicakliklara maruz kalmasi sonucu
zararlanip zararlanmayacag1 ve zararlanirsa bunun ne miktarda olacagi bir¢ok faktore
bagldir. Ornegin; bitkinin gelisiminin hangi basamaginda oldugu, donmanin siiresi ve
siddeti, soguma ve yeniden 1sinma hizlar1 ve buz olusumunun hiicre iginde mi (?) yoksa
hiicreler arasi bosluklarda m1 (?) ortaya ciktigi gibi faktorler zararlanma siddetini
etkilemektedir (Sakai ve ark. 1968). Don olayinin ortaya ¢ikisinda sicaklik yavas yavas
diisiiyorsa bitkide buz kristalleri, once hiicreler aras1 bosluklarda olusur. Sayet, sicaklik
cok hizli bir sekilde diiserse (6rnegin, dakikada 8-10°C’den fazla) buz kristalleri hiicre
icinde de olusur ve ani 6liim kacinilmaz olur. Ornegin, bazi1 herdemyesil ibreli
yapraklilar, kisin don yavas yavas olustugunda -87°C sicaklikta zararlanmadiklari
halde, aym yapraklar dakikada 8-10°C’lik hizla diisen sicaklik sonucu -10°C’de
Olmiislerdir (Eris 2003). Hiicre i¢i buz olusumunda hiicre membran biitiinliigiiniin
bozulmasi sebebiyle hiicrenin 6liimii kaginilmaz bir sonu¢ olmaktadir. Bu kuralin tek
istisnasi ise ¢ok hizli bir sekilde (10000 K x dk™') dokunun sogutulmasi sonucu amorf

buzun olustugu yapay camlastirmadir (vitrifikasyon) (Sakai ve ark. 1968).

Bitkilerde donma sonucu tetiklenen hiicresel dehidrasyon, hiicrelerde pek ¢ok
zarara neden olabilmektedir (Pearce 2001). Bu hiicresel dehidrasyon, dehidrasyon-
tolerans sinirini asti§i zaman membran yapisi zararlanmaktadir. Bu durum membran
permeabilitesinin azalmasina neden olmaktadir (Uemura ve Yoshida 1984). Bundan
dolayi, donma kaynakli dehidrasyona karsi hiicre membranlarinin korunmasi dona
dayanimda en oOnemli faktorlerden biri olarak kabul edilmektedir. Bu durum hem
membran lipid kompozisyonundaki degisimlerle hem de hiicre icinde seker gibi

maddelerin birikimi ile olmaktadir (Xin ve Browse 2000). Nisastanin hidrolizi ile



olusan sukroz gibi serbest sekerler hiicre i¢inde kryoprotektif rol oynamaktadirlar. Ote
yandan, zararlanma baska sebeplerden dolay1 da olabilmektedir; hiicrelerin soguyabilme
(supercooling) kapasitelerini agmalari, ya da buzun varliginda ksilem hiicrelerinin
embolizmi nedeniyle de zararlanma olusabilmektedir (Pearce 2001). Bitkilerin diigiik
sicakliklara dayanimi ayrica su durumu, beslenme kosullari, 151k yogunlugu ve giin
uzunlugu gibi ¢evresel faktorlerden de etkilenmektedir. Baz1 yiiksek bitkilerde soguga
adaptasyon ile dona toleransin artmasinda 1s181n rolii vazgecilmezdir (Bourion ve ark.
2003; Janda ve ark. 2003). Ornegin, 151k yogunlugunun igsel absizik asit (ABA)
konsantrasyonunu etkiledigi, ve genlerin ekspresyonunu degistirerek diistik sicakliklara
tolerans1 artirdigr ya da azaltigimi gosteren c¢alismalar mevcuttur. Yiksek bitkilerde
goriilen oldukca karmasik yapidaki soguga dayanim mekanizmasi, her tiiriin kendi
evrimsel siirecinde maksimum seviyede dona dayanim kazanma cabasi sayesinde

gelismistir (Minami ve ark. 2005).

Dona mukavemet ya da hassasiyet her bitkinin 6zgiin 6zelligi olup bitkinin
genetik egilimi ile ¢evresel faktorlerden etkilenmekte ve bu sebeple genellikle zamana
bagli olarak degiskenlik gdstermektedir (Beck ve ark. 2004). Ilman ve kutup
iklimlerinde yasayan bir¢ok cok yillik bitkinin dona dayanimlari mevsimlik degisiklik
gostermektedir (Repo 1992; Silim ve Lavender 1994). Dogada bitki dokularinin birgogu
aktif bliylime doneminde 0°C’nin hemen altindaki sicakliklarda oliirken, 1liman iklim
bolgelerinde yetisen odunsu bitkilerin bliylik bir boliimii kis aylarinda (durgun
donemde) -30°C’den  -60°C’ye  varan  diisiik  sicakliklarda  yasamlarini
stirdiirebilmektedirler (Arora ve Lim 2005). Bu bitkiler sonbaharin sonlarinda ve kis
mevsimi baglangicinda diisiik pozitif sicakliklarda (0-7 °C) kis soguklarina dayanim
kazanmaktadirlar. Diinya tizerinde bitkilerin cografik dagiliminin belirlenmesinde temel
rol alan bu olguya “soguga uyum” (cold acclimition) (soguk adaptasyonu, soguk
aklimasyonu) adi verilmektedir (Arora ve ark. 2004). Nitekim, yapragimni déken ve
dokmeyen seftali tiirlerinin diisiik sicaklik toleranslar1 arasindaki farkliliklart mevsimlik
degisimini incelemek amaciyla yiiriitiilen bir ¢aligmada, yapragini doken seftali tiiriiniin
diisiik sicaklik toleransi herdemyesil tiire gore daha yiiksek bulunmustur. Mevsimsel
olarak degerlendirildiginde ise, her iki tiirde de sonbahardaki LTsy degeri yaza gore ¢cok
daha diislik olmustur. Buna gore LTs, degerleri, herdemyesil tiirde Agustos ayinda -5.8



°C, Ekim ayinda -10.3°C; yapragin1 doken tiirde ise Agustos ayinda -7 °C, Ekim ayinda
-15°C olarak tespit edilmistir (Arora ve ark. 1996). Bir bagska calismada, yaz aylarinda
-10°C’ye maruz birakilan herdem yesil bir tiir olan Isko¢ ¢amiin (Pinus sylvestris L.)
igne yapraklar1 6liimciil bir sekilde hasarlanirken, bu agaclar kis mevsiminin ortasinda
-80°C sicakliklara maruz kalmalarina ragmen hayatlarimi siirdiirmiislerdir (Kontunen-

Soppela ve Laine 2001).

Taiz ve Zeiger (2003), odunsu bitkilerin soguga uyum sayesinde dogada diisiik
sicakliklara dayanim kazanmalarinin temel olarak iki evrede gergeklestigini

belirtmektedir:

1. Birinci evrede, bitkinin kisa giin ve dondurucu olmayan diisiik sicakliklar
tarafindan uyarildigi ve bu asamada bitkinin uyum yetenegini artiran ABA gibi bir
faktoriin yapraklardan govdelere floem araciligiyla tasindigir acgiklanmaktadir. Bu
dénemde, odunsu tiirlerde trakelerden su ¢ekilmesi ile sonradan olusacak donmaya baglh
govde capinin genisleyerek pargalanmasinin 6nledigi belirtilmektedir. Ayn1 zamanda
uyumun birinci evresindeki hiicrelerin 0°C’nin altindaki sicakliklarda yasayabilmekle

birlikte tamamen mukavemet kazanmadiklarina dikkat ¢ekilmektedir.

2. Ikinci evrede ise, bilinmeyen bir tagmnabilir faktoriin donmaya kars1 dayanim
sagladig1 diigiiniilmektedir. Bu dayanim, donmanin etkisiyle gelismekte ve bu donemde
hiicreler tam dayanim kazaninca 0°C’nin ¢ok altindaki sicakliklara da dayanim

gostermektedir.

Herdemyesil bir tiir olan zeytin agacinda diislik sicakliklara dayanim ile ilgili
cesitli arastirmalar mevcuttur. Bu caligmalarin biiylik cogunlugunu zeytin cesitlerinin
dona dayanimlar1 arasindaki farkliliklar1 ortaya koymaya yonelik olarak yapilan
arastirmalar olusturmaktadir. Bir sonraki boliimde, zeytinde diisiikk sicakliklara
dayanimin belirlenmesi amaciyla yapilmis ve 6zen gosterilerek secilen degisik arastirma

sonuclar1 verilmistir.
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1.1.1. Diisiik Sicaklhiklara Dayanimin Belirlenmesi

Bilindigi gibi, 0°C’nin lizerindeki diisiik sicakliklar 6zellikle soguga hassas
bitkilerde metabolik ve fizyolojik islevler iizerinde olumsuz etki yaparken ayni1 zamanda
hiicre membranlarinin yapisini da etkilemektedir. Diisiik sicakliklara hassas bitkilerin
hiicre membranindaki lipidler katilagmakta, bir baska deyisle kristalize olmaktadir. Bu
olgu biyomembranlarin gegirgenliginin azalmasina ve membran enzim aktivitelerinin
yitirilmesine neden olmaktadir. Soguk stresi, duyarl bitkilerde K, amino asitler ve
sekerler gibi bazi1 molekiillerin plazma membranindan digar1 sizmasina yol agmaktadir
(Levitt 1980). Sicakligin 0°C’nin altina diigmesi sonucu olusan don zararn ise, diigiik
cevre sicaklifindan c¢ok, hiicre suyunun donmasindan kaynaklanmaktadir. Bitkide
sicaklik 0°C’nin altina diistiigli zaman Oncelikle apoplasttaki (hiicreler arast bosluk) su
donmaktadir. Hiicre duvarinda ve hiicreler arasi1 boslukta buz kristalleri olusurken
baslangigcta simplastta (hiicre ici) bir etkilesim goriilmemektedir. Apoplasttaki su
tamamen donsa bile dona dayanikli bitkiler havalarin 1smnmasiyla tekrar eski
durumlarina donebilmektedir. Ancak apoplasttan sonra simplastta da buz kristallerinin
olusmast sonucu eski durumuna dénemeyen bitki yasamini yitirmektedir. Buz
kristallerinin olugsmasindan dolay1 hiicre membranlari mekanik olarak zarar gérmekte ve
sonugcta hiicre 6limii ger¢eklesmektedir (Steponkus 1984; Pearce 1999, 2001). Yukarida
bahsedildigi gibi diisiik sicaklik zarar1 ilk olarak plazma membraninda etkili olmaktadir

(Uemura ve ark. 2006).

Zeytinde dona mukavim cesitlerin se¢imi ve dona dayanimin mekanizmasini
anlamaya yonelik olarak yapilan ¢aligsmalar dona toleransin gelistirilmesine biiyiik katki
saglamaktadir (Baek ve Skiner 2003). Bu calismalarda temel olarak, dona dayanimin
belirlenmesi i¢in kullanilan basit ve etkili se¢im kriterinin ortaya konulmasi en énemli
amaglardan birini olusturmaktadir (Bartolozzi ve Fontanazza 1999; Mancuso 2000).
Bugiine kadar zeytin agac¢larinin dona toleransini belirlemek i¢in don zararindan sonraki
bahge gozlemleri, canlilik testleri (Fontanazza ve Preziosi 1969), stomadial yogunluk
(Roselli ve ark. 1989), fotosentetik aktivite (Antognozzi ve ark. 1990), stoma biiytikligi
(Roselli ve Venora 1990), fenolik bilesikler (Roselli ve ark. 1992), ayrimsal 1s1 analizi
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(differential thermal analysis, DTA) (Martin ve ark. 1993) ve iyon sizintis1 (La Porta ve
ark. 1994) gibi yontemler kullanilmistir.

Bu yontemler arasinda “iyon sizintisi testleri” (elektriksel iletkenlik) hizli ve
kolay uygulanabilirligi sebebiyle en yaygin yontemdir. Bu yontem ilk olarak 1932
yilinda Dexter ve ark. tarafindan 6nerilmis, daha sonra Sukumuran ve Wieser ile Zhang
ve Willson adli arastirmacilar tarafindan 1972 ve 1987 yillarinda modifiye edilmistir
(Gusta ve ark. 2003). Iyon sizintis1 bitkilerde sicaklikla ilgili stres tiirlerine iliskin
zararlanma oranini (membran zararlanmasi) belirlemek i¢in kullanilmaktadir (Eugenia
ve ark. 2003; Gusta ve ark. 2003). Bu test, zararlanmanin bir sonucu olarak ortaya ¢ikan
hiicre membranindaki fonksiyon bozukluklar1 nedeniyle sitoplazmadan apoplastik
stviya sizan iyonlarin miktarinin belirlenmesi prensibine dayanmaktadir (Eugenia ve
ark. 2003). Palta ve ark. (1977), diisiik sicaklik sonucu zararlanan sogan yumrusu
hiicrelerinden sizan sividaki temel katyonun potasyum (K) oldugunu ve bu sividaki
iletkenligin hemen hemen tamamini potasyumun sagladigini tespit etmislerdir. Donma
sirasinda iyon sizintisindaki artis (6zellikle K") membran pompasini da igeren hiicre
membranlarinin tagima (transport) 6zelliklerinin bozulmasina yol agmaktadir. Potasyum
tasiniminin H-K-ATPazlar vasitasiyla gerceklestirildigi bilinmektedir (Sze 1985). Stres
uygulamalar1 sonrast sozkonusu eriyiklerin sizintt miktarinin  tespiti, doku

zararlanmalarinin belirlenmesine olanak saglamaktadir (Palta ve ark. 1982).

Genellikle oransal iyon sizintisinin %50 seviyesi, ya da zararlanma indeksi,
basitce %50 doku oliimiine esit olarak kabul edilmektedir (Arora ve ark. 1992) ve bu
orana karsilik gelen sicaklik, iyon sizintisi-test sicakligi grafigi ya da regresyon metodu
kullanilarak hesaplanmaktadir (Hadley ve Amundson 1992; Repo ve ark. 1996). En son
olarak hesaplanan bu sicaklik bitki dokusunun %50 6liim sicaklig1 (LTso) olarak kabul
edilmektedir.

Asagida zeytinlerde dona dayanimin belirlenmesi ile ilgili yapilmis bazi

calismalar 6zetlenerek sunulmustur.
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Nostrale di Rigali, Frantoio, Leccino ve Moralio zeytin c¢esitlerinin dona
dayanimlarii belirlemek amaciyla yiiriitiillen bir calismada, zeytin agaclarindan kis
aylar1 boyunca periyodik olarak aliman orneklerde yaprak, tomurcuk ve siirgiin
dokularinda %50 o6lim sicakligr (LTsp) belirlenmistir. Buna gore ortalama LTsg
yapraklar icin -12°C, tomurcuklar i¢in -13°C ve siirgiinler i¢in -18°C olarak tespit
edilmistir. Cesitler arasinda yaprak LTsy 6lim sicakliginda herhangi bir farklilik tespit
edilmezken, “Nostrale di Rigali” ¢esidinin siirgiinleri ve 6zellikle de tomurcuklari soguk
periyodunun baslangic ve sonunda daha fazla dona dayanim gostermistir. Tim
cesitlerde sicakliklarin diismesi ile yaprak ve siirgiinlerin ¢dzlinebilir madde

miktarlarinda artis oldugu tespit edilmistir (Antognozzi ve ark. 1990).

Dona hassas bir ¢esit olan ‘Frantoio’ zeytin ¢esidine yapraktan sentetik bir
biiyiimeyi diizenleyici olan mefluidide uygulamasi yapilmistir. Bu biiyiimeyi
diizenleyici madde zeytinlerde dona dayanimi artirmustir. Iyon sizintist ve bu test
sonucunda elde edilen LTsy degeri, uygulama gormemis bitkilerde daha yiiksek
bulunmustur. Uygulama gormiis ve goérmemis gruplarda, LTso sicakliginin altinda,
yapraklarda sulu goriinimler ve kalici kahverengilesmeler tespit edilmistir. LTsg
sicakligr mefluidide uygulamasi ile -11.1°C’den -14.9°C’ye yiikselmistir. Arastiricilar,
hem kontrollerde hem de uygulamalarda LTsy sicaklik derecesinin altinda zeytin
yapraklarinda iyilesmenin goriilmesini, bu sicakliklarda plazma membrant ATPaz
aktivitesinin tamamen engellenmesi ile agiklamislardir (Palliotti ve ark. 1996). Ayrica
bu calismada, zeytin yapraklarinda diisiik sicaklik stresi ¢aligmalarinda zararlanmanin

tespiti i¢in ‘iyon sizintisi testi’nin iyi bir belirleyici oldugu belirtilmistir.

Bartolozzi ve Fontanazza (1999), 12 zeytin ¢esidinin (11 Italyan ve 1 Fransiz
cesidi) dona mukavemetlerini belirlemeye c¢alismislardir. Zararlanmanin tespitinde
gorsel degerlendirmenin yanisira, iyon sizintisi ve ayrimsal termal analiz (DTA)
tekniklerini de kullanilmistir. Saksida yetisen 3 yash bitkilere DTA i¢in -8, -10, -12 ve -
14°C; 1 saat, iyon sizintisi testi i¢in 0, -12, -16 ve -20°C; 1 saat diisiik sicaklik
uygulamasi yapilmistir. Her iki testte de uygulama sicakliklar1 4°C’den baslamak {izere
2°C/s seklinde azaltilmigtir. Arastirma sonuglarina gore, genotiplerin dona mukavemet

acisindan degerlendirilmesinde DTA yoOntemi basariz olarak belirlenirken; iyon sizintisi
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yontemi etkili bulunmustur. ‘Bouteillan’ (LTso: -18.2°C) ve ‘Nostrale di Rigali’ (LTso: -
18°C) dona dayanikli ¢esitler olarak belirlenirken, ‘Morcona’ gesidi (LTs¢:-11.4 °C) ve
‘Borsciona’ (LTs(:-12.2°C) en hassas c¢esitler olarak tespit edilmistir. Ayrica gorsel
degerlendirmeler icin, diisiik sicaklik uygulamalarini takiben tiim bitkiler sera
kosullarinda 5 ay siiresince gozlemlenmistir ve sonuglarin iyon sizintisi testlerinden

elde edilen sonuglar1 destekledigi belirlenmistir.

Soguk kosullara uyum saglamamis ve saglamis (4 °C’de 5-12—19 giin) 4 zeytin
cesidinin (Bouteillan, Nostrale di Rigali, Frontoio ve Moraliolo) dona dayanimlari
arastirilmistir. Bitkiler Ekim ayindan Mart ayina kadar olan siire boyunca don stresine
tabi tutulmustur. Dona dayanim acisindan cesitler arasinda net farkliliklar tespit

edilmemistir (Barttolozzi ve ark. 2002).

fran’da ‘Roghani’, ‘Zard’, ‘Mission’ ve ‘Kroneiki’ zeytin ¢esitlerinin soguga
uyum sagladigi (Aralik sonu) ve saglamadigi (Ekim bagi) donemlerde dona
mukavemetleri belirlenmistir. Yapraklar iyon sizintis1 testleri i¢in sirasiyla 0, -4, -8, ve
-12°C diisiik sicaklik uygulamalarina tabi tutulmustur. Cesitler arasinda en mukavim
cesit ‘Zard’ olarak Dbelirlenmistir. Sonu¢ olarak, arastiricilar g¢esitleri dona
mukavemetleri agisindan ayirmak i¢in iyon sizintist yonteminin etkin oldugunu

belirtmiglerdir (Soleimani ve ark. 2004).

Ispanya’da yapilan bir arastirmada 9 zeytin cesidinde (Arbegiana, Cornicabra,
Frantoio, Hojoblanca, Nevadillo de Jaen, Picual, Empeltre, Manzanilla, Cacereria)
dogal kosullarda olusan donlar ve yapay don testleri sonrasi olusan zararlanmalarin
birbirlariyle durumlarinin karsilastirilmasi amaglanmistir. Yapay don uygulamalar
sonrasi iyon sizintist testleri uygulanarak LTsy belirlenmistir. Dogal kosullar altindaki
bitkiler Mayis ayinda degerlendirmeye tabii tutulmus ve zararlanan/saglam siirgiin orani
yilizde olarak hesaplanmistir. Calismada LTsy’lerine gore en dayanikli olarak belirlenen
Cornicabra (-13.3°C) ve Picual (-13.2°C) ¢esitlerinin zararlanan siirgiin orani en diisiik,
LTso’lerine gore en hassas olarak belirlenen Empeltre (-9.5°C) ¢esitinin ise zararlanan
siirglin orant en yiiksek olarak belirlenmistir. Bu sonuglara gore, zeytinlerin dona

mukavemetlerinin belirlenmesine yonelik yapilacak ¢alismalarda iyon sizintisi
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yonteminin, LTso’y1 belirlemek acisindan giivenilir bir yontem oldugu 6ne siiriilmiistiir

(Barranco ve ark. 2005).

Boliimiimiizde Cansev ve ark. (2006, 2007, 2008), 9 zeytin c¢esidinde
(Manzanilla, Lecquest, Ascolona, Hojoblanca, Domat, Meski, Uslu, Gemlik ve
Samanli) durgun ve aktif biliyiime doneminde yapraklarda diisiik sicaklik testlerini
takiben elektriksel iletkenligin oOl¢iilmesi yoluyla zararlanmanin belirlenmesi ve
genotiplerin birbiri ile dona mukavemetleri agisindan kiyaslanmasi amaciyla bir ¢alisma
yapmuslardir. Zeytin agaglarmin iki yasl siirglinlerinden durgun (Ocak) ve aktif
(Temmuz) biliyiime doneminde toplanan yaprak ornekleri soguga dayanikliligin
belirlenmesi amactyla, kontrollii kosullarda kademeli olarak diisiiriilen sicakliklarda (4,
-5, -10 ve -20°C) 12 saat tutularak diisiik sicaklik testleri gergeklestirilmistir. Diisiik
sicaklik testlerini takiben yaprak oOrneklerinde hiicre membranindaki zararlanma
elektriksel iletkenligin 6l¢lilmesi yoluyla belirlenmistir. Buna gore ¢esitlerin durgun ve
aktif biliylime donemlerindeki diisiik sicakliklara toleranslar1 (LTsg) saptanmustir.
Sonuglara gore, Manzanilla diisiik sicaklik stresine en hassas cesit, Domat ise en
dayanikli cesit olarak belirlenmistir. Diger ¢esitler ise orta derecede dayanikli olarak
saptanmistir. Cesitlerin diisiik sicakliktaki (6zellikle -20°C) zararlanma oranlar1 durgun
donemde (Ocak) en dayanikli ve en hassas cesitlerde sirasiyla yaklagik %50 ve %70
olurken, aktif donemde bu degerler sirasiyla yaklasik %65 ve %80 olarak belirlenmistir.
Cesitlerin durgun donemde LTsy’leri ortalama -13.6 °C, aktif donemde ise LTso

ortalama -7.6 °C olarak saptanmistir.

1.2. Diisiik Sicakhiga Dayamim le Bazi i¢sel Faktorler Arasindaki iliskiler

Yukaridaki agiklamalarin 15181 altinda bitkilerde soguga ve dona dayanimda
bircok etmenin rol oynadigi ve pekgok igsel faktoriin degisimlerinin konu oldugu
goriilmektedir. Bitkilerde diisiik sicakliklara dayanim kazanma siirecinde g¢esitli
fizyolojik ve biyokimyasal degisimler birgok aragtirma ile ortaya konmustur. Bu
biyokimyasal ve fizyolojik degisimler; cesitli proteinlerin birikimi (Antikainen ve
Griffith 1997; Griffith ve ark. 1997), karbonhidrat metabolizmasindaki degisiklikler
(Frankow-Lindberg 2001; Hansen ve Beck 1994; Liu ve ark. 1998), membran lipid
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kompozisyonundaki degisimler (Bartolozzi ve ark. 2001), doku suyu igeriginin azalmasi
(Thomashow 1999), hiicrelerin serbest radikal temizleme potansiyelinin arttirilmasi
(Guy ve ark. 1992; Thomashow 1999; Baek ve Skiner 2003), ABA
konsantrasyonundaki degisimler (Minami ve ark. 2005) ve bazi1 genlerin iiretiminin
diizenlenmesi (Pearce 1999; Chen ve ark. 2002) gibi bircok degisik faktorii
icermektedir. Bitkilerdeki bu degisimlerin, genel olarak, hiicreler arasi bosluklarda
olusan don nedeniyle ortaya cikan dehidrasyona karsi bitki hiicrelerini korumaya

katkida bulunduklar diistiniilmektedir.

Bundan sonraki boliimlerde bu igsel faktorler arasindan tez konusu ile dogrudan
iligkili olan ¢0oziinebilir sekerler, proteinler, dehidrinler ve antioksidant savunma

mekanizmasi konulari ele alinmstir.

1.2.1. Coziinebilir sekerler

Seker dona mukavemette en dnemli faktorlerden biri olarak diisliniilmektedir.
Odunsu bitkiler dona mukavemetlerini artirabilmek i¢in sonbahardan kisa kadar olan
donemde suda ¢oziinebilir sekerleri biriktirmektedir (Sakai ve Yoshida 1968). Bugday
(Perras ve Sarhab 1984) ve 1spanak (Guy ve ark. 1992) gibi otsu bitkilerde de sekerlerin
birikimi ile dona mukavemetin artmasi arasinda korelasyon bulunmaktadir. Ornegin,
bugday bitkisinde glukoz, sukroz ve toplam seker miktarlarinin dona mukavemetle
yakindan iligkili oldugu bilinmektedir. Nitekim bugdayda yapilan c¢alismalar dona
mukavemetin, ¢oziinebilir karbonhidrat miktarmin artis kapasitesi ile yakin iliskili
oldugunu gostermistir (Oquist ve ark. 1993; Hurry ve ark. 1995; Vagufalvi ve ark.
1999). Ancak seker icerikleri yiliksek oldugu halde dona mukavemet agisindan bir
degisikligin goriilmedigi bitkilerin de oldugu unutulmamalidir. Diistik sicakliklarda
tutulan patateste veya zaten yiiksek oranda seker iceren sekerkamisinda dona ¢ok az
mukavemet oldugu ya da hi¢ mukavemet olmadigi goriilmiistiir. Hedara helix’te (Kaya
sarmagigl) bitkisinde de, seker igerigi ile mukavemet arasinda bir paralellik
gozlenmemistir (Levitt 1980). Bu bilgiler dona dayanim mekanizmasinda sekerlerin

fizyolojik roliiniin net olmadigini ortaya koymaktadir.
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Diisiik sicaklik zararindan bitkilerin korunmasi i¢in karbonhidratlarin iistlendigi
fizyolojik ve biyokimyasal roller uzun siiredir tartisilmaktadir. Genel olarak seker, hiicre
vakuollerinde birikerek hiicrenin su tutma kabiliyetini artirmakta ve dolayisiyla
donmanin neden oldugu dehidrasyon derecesini azaltmaktadir. Zaten, seker hiicre 6z
suyu konsantrasyonunu artirtyorsa o zaman sekerin  vakuollerde birikmesi
gerekmektedir. Buna karsin e8er metabolize olursa, protoplazmaya ge¢cmesi
gerekmektedir. Bu durumu agiga kavusturmak icin, Samiyama ve Simura, ¢ay
siirgiinlerini 2 giin siireyle 14-18 °C’de, 0.5 ve 0.1 M’lik sukroz soliisyonu (**C etiketli)
ile muamele edilmistir. Bu uygulama dona mukavemette, ozmotik konsantrasyonda ve
toplam seker iceriginde bir artis saglamistir. Hiicre 6zsuyunun ozmotik konsantrasyonu
%25-30 ve toplam seker icerigi de %30 oraninda artig gostermistir (Sakai ve Larcher

1987).

Dona dayanim ile suda eriyen karbonhidratlarin birikimi arasindaki iligkiyi
aciklamaya yonelik yapilan arastirmalar; sekerin dona mukavemet mekanizmasinda
onemli rol oynadigin1i ortaya koymaktadir. Bu durum farkli yaklasimlarla
aciklanmaktadir :

- Ozmotik Etki: Sekerlerin donma 1sisim1 diisiirdiigii ve hiicre i¢i ozmotik
potansiyeli artirdig1 diisiiniilmektedir. Bu durum hiicre dis1 donma olayinda dehidrasyon
miktarini diisiirebilmektedir (ozmoregulasyon) (Levitt 1980; Steponkus 1984; Koster
ve Lynch 1992).

- Metabolik Etki: Sekerin diislik sicakliklarda protoplazmada metabolizasyonu,
diger koruyucu maddeler veya enerji olusumuna neden olmaktadir (Trunova 1982;
Eagles ve ark. 1993).

- Dondan direkt olarak koruyucu etki: Hiicreler ve hiicre zarlart membran
stabilitesini destekleyen molekiil olarak kullanilmaktadir (Sakai ve Yoshida 1968;
Santarius 1973; Lineberger ve Steponkus 1980; Steponkus 1984).

- Sekerler ve seker alkolleri, ayrica, hiicre membran ve membran proteinleri i¢in
elektrolitleri ve donma siiresinde biriken toksik bilesikleri seyrelterek kryoprotektan
olarak hareket ederler (O’Neill 1983).

- Dehidrasyon stresinde sukrozun hidroksil gruplart membranlarin fosfolipid bas

gruplarina hidrojen baglar ile baglanarak su yerini alabilmektedir (Anchordoguy ve ark.
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1987; Crowe ve ark. 1987). Ayrica, baz1 sekerler suyun yoklugunda spesifik enzimlerin
(Carpenter ve ark. 1986) ve proteinlerin yapisim1 ve fonksiyonunu korumaktadirlar

(Crowe ve ark. 1987).

Soguk kosullara dayanikli bitkilerin hiicrelerinde, hassas bitkilere gore, daha
fazla tutulmus su ve suda eriyebilir sekerler bulunmakta, buna karsin serbest su miktari
daha diisiik olmaktadir. Serbest su miktar1 fazla olan dokular 0°C’de donmaktadir.
Seker gibi maddelerin fazla olmasi nedeniyle ozmotik olarak tutulan su, antrifriz gibi
gorev yaparak, dokularin daha diisiik sicakliklarda donmasini saglamaktadir.
Hiicrelerdeki sitoplazma yogunlugu veya serbest su miktari dokularin ve organlarin
donma derecesini dogrudan etkilemektedir. Bu nedenle ¢i¢cek tomurcuklarinin ilkbahar
gec donlarindan zararlanmalart gelisme safhasiyla iliskili olmaktadir (Taiz ve Zeiger

2003).

Soguga mukavemet kazanma siirecinde odunsu bitkilerde nisasta diisiik
molekiiler agirlikli karbonhidratlara hidrolize olarak sekerler birikmektedir. Bircok
bitkide nisasta ile ¢Oziinebilir karbonhidratlar ve dona dayanim arasinda zit iligki
bulunmaktadir. (Lasheen ve Chaplin 1971; Jenning ve Carmichael 1975; Raese ve ark.
1977; Kaurin ve ark. 1981; Eris 2003). Tersine, ¢oziinebilir karbonhidratlar arasinda ise
pozitif korelasyon mevcuttur. Nitekim  Rubus chamaemorus L. (ahududu)’da
¢oOziinebilir karbonhidratlar ile dona dayanim arasinda pozitif korelasyon oldugu ifade
edilmektedir (Kaurin ve ark. 1981). Baska bir ¢calismada da elmanin [(Malus sylvestris
(L.) Mill. var. domestica borkh. (Mansf.)] kabuk dokusunda yliksek toplam seker ve
sukroz seviyesi ile dona dayanim arasinda pozitif iliskili bulunmustur (Raese ve ark.
1977, 1978). Benzer olarak diisiik sicakliklara dayanikli seftali [Prunus persica (L.)
Batsch] ve kaysi (Prunus armenica L.) gesitlerinin siirgiin ve ¢i¢cek tomurcuklarinda
¢oOziinebilir sekerlerin hassas gesitlere gore daha fazla biriktigi belirlenmistir (Lasheen
ve Chaplin 1971, Tamassy ve Zayan 1982). Yine seftali g¢esitlerinde yapilan diger
calismalarda kis periyodunda ¢oziinebilir sekerlerin tomurcuk ve kabukta arttigi
belirlenmistir (Burak 1989; Burak ve Erig 1992; Marquat ve ark. 1999). Asma’da (Vitis
vinifera L.) sekerlerin birikimi hem tomurcuklarin dona dayanimi hem de dinlenme

safhasi ile iliskili bulunmugtur (Wample ve Bary 1992).
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Bircok calismada  bitki dokularindaki ¢Oziinebilir ~ karbonhidrat
komposizyonunun dona dayanimin artirilmasi1 yoniindeki etkisinden bahsedilmektedir
(Fischer ve Holl 1991). Ajuga (mayasilotu), Forsythia (altin ¢anagi) ve Medicago
(yonca) bitkilerinde rafinozun yazin en diisiik, sonbahar ve kis aylarinda ise yliksek
seviyede oldugu belirlenmistir (Bachmann ve ark. 1994; Flinn ve Ashworth 1995;
Castonguay ve ark. 1995). Rafinoz ve stagiyoz herdemyesil olan ibrelilerde soguk
periyotta birikmektedir (Kandler ve Hopf 1982), ve bazi koniferlerde (¢amgiller)
yapraklardaki rafinoz ve sukroz konsantrasyonu diisiik sicakliklara tepki olarak
artmaktadir (Hinesley ve ark. 1992). Forsyhtia (Altin ¢anagi) (Flinn ve Asworth 1995),
asma (Hamman ve ark. 1996) ve Lonicera caerulea L. (Hanimeli) (Imanishi ve ark.
1998) gibi ¢esitli tiirlerde oligosakkarit ailesinin bir iiyesi olan rafinoz soguga uyum

suresinde birikmektedir.

Yillarca yapilan 6lgiim ve arastirmalar sonucunda, genel olarak gerek odunsu
gerekse otsu bitkilerde, suda eriyen karbonhidratlarin sonbahardan kisa dogru arttig1 ve
ilkbaharda diistiigii vurgulanmistir. Ornegin, Kislik bugdayda (Triticum aestivum)
mevsimsel olarak ¢oziinebilir sekerlerin seyri izlenmistir. Arastirma sonucunda bu
bitkide ¢oziinebilir sekerlerin sonbahardan kisa kadar arttigi, sicakliklarin yilikselmeye

basladig1 bahar aylarindan itibaren ise diistiigii belirlenmistir (Stupnikova ve ark. 2002).

Palonen (1999), ahududu (Rubus idaeus) bitkisinin tomurcuk ve siirglinlerinde
soguga dayanim ve karbonhidratlar arasindaki iliskiyi incelemistir. Ekimden Nisan
ayma kadar tomurcuk ve siirgiinlerdeki karbonhidrat icerikleri kontrollii don
testlerinden sonra analiz edilmistir. Arastirma sonucunda hem tomurcuk hem de siirgiin
dokularinda nigasta, sukroz, glukoz, fruktoz ve az miktarda da rafinoz ve stagiyoz
belirlenmistir. Tomurcuklarda kis aylarinda glukoz ve fruktoz sekerleri baskin olarak
tespit edilirken, siirgiinlerde ise kis aylarinda tiim sekerler igerisinde sukroz’un
tomurcuklardan daha fazla oldugu belirlenmistir. Calisma sonucunda arastirici
karbonhidratlardaki mevsimsel degisimlerin, soguga dayanimdaki degisikler ile ilgili

oldugunu vurgulamistir.
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Zeytinde yapilan bir ¢alismada, iran’da ‘Roghani’, ‘Zard’, ‘Mission’ ve
‘Kroneiki’ zeytin cesitlerinin soguga uyum sagladigi (Aralik sonu) ve saglamadigi
(Ekim basi) donemlerde dona mukavemetleri ve ¢oziinebilir karbonhidrat miktarlar
belirlenmistir. Tiim ¢esitlerin soguga uyum sagladigi donemde ¢oziinebilir karbonhidrat

acisindan daha zengin oldugu bulunmustur. (Soleimani ve ark. 2004).

Stres toleransinda sukrozdaki degisimlerin fotosentez, tasinim ve solunum gibi
fizyolojik olaylarla dogrudan iliskili olmasi sebebiyle 6zel bir 6nemi vardir. Sukroz,
likit-kristal fazda membran fosfolipidlerinin muhafazasi i¢in suyun gorevini gérmekte
ve ¢Ozlnebilir proteinlerin yapisal degisimini 6nlemektedir (Farrant ve ark. 1993,
Leprince ve ark. 1993). Odunsu bitkilerde dona dayanimin artis1 ile sukroz arasindaki
korelasyonu gosteren ¢alismalar mevcuttur (Sauter ve ark. 1996). Parker (1959), alt1
konifer tiirliniin kabuk ve yapraklarinda sonbaharin sonlarindan itibaren sukroz, glukoz
ve fruktoz konsantrasyonunun arttigini saptamistir. Gévde ve tomurcuklarda depolanan
nisasta diisiik sicakliklarda 6nce maltoza daha sonra sukroza doniismektedir (Rinne ve
ark. 1994). Palonen ve ark. (2000) tarafindan yapilan bir ¢alismada, soguga adapte
olmus 4 ahududu (Rubus ideaus L.) ¢esidinin sukroz miktarinda soguga adapte olmamis
doéneme gore in vitro ortamda %124-165, in vivo ortamda ise %253-582 oraninda artis
oldugu belirlenmistir. Bunun yaninda, bu bitkilerde glukoz ve fruktozun yiikseldigi,
ancak, bu yiikselisin sukrozdaki kadar keskin olmadig: ifade edilmistir. Deaklimasyon
(soguga uyumun sona ermesi) uygulamalarinda ise seker miktarlarinda hizli bir azalma

gozlenmistir.

Son yillarda zeytinde de dona dayanimla sukroz arasindaki iliskiyi gosteren

siirli sayida ¢alisma mevcuttur. Bu ¢alismalar asagida 6zetlenmistir.

Bartolozzi ve ark. (1999), 6 =zeytin genotiptinde (Borsciona, Bouteillan,
Frantoio, Leccino, Nostre di Rigali, I-79) dona mukavemet ile bazi biyokimyasal
parametreler arasindaki baglantiyr mevsimsel olarak incelemislerdir. Genotiplerde don
testleri sonucu biyokimyasal degisimleri incelemek i¢in her genotipe ait siirgiinlerin
sicakliklar1 4°C’den -16 °C’ye 4 °C/s hizla diisiiriilmiis ve takiben siirgiinler -16 °C’de 1

saat diisiik sicakliga tabii tutulmustur. Calisma sonucunda glukozun, sukrozun ve
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galaktozun zeytin yapraklarinda en 6nemli ¢oziinebilir sekerler oldugu saptanirken,
rafinoz, fruktoz, trehaloz ve ksiloz yalnizca eser miktarda belirlenmistir. Tiim genotipler
arasinda dona tolerant olan Leccino, Bouteillan ve Nostre di Rigali ¢esitlerinde sukroz
miktar1 Subat-Mart aylarinda ii¢ kat artmistir. Bu tarihler arasinda deneme yapilan
bolgede en soguk giinler yasanmustir. Diger genotiplerde de bu tarihler arasinda dona

tolerant ¢esitler kadar olmasa da sukrozda artig saptanmustir.

Bartolozzi ve ark. (2001), in vitro cv. Maraiolo zeytin siirglinlerinde soguga
uyum saglayan ve saglamayan bitkilerde zararlanmalari ve sukrozun etkisini
arastirmistir. Soguga uyum saglayan siirgiinler -15°C’de zararlanirken, soguga uyum
saglamamig siirglinlerde -10°C’de zararlanma olmustur. Yiizde alti sukroz uygulamasi
hem soguga uyum saglamis hem de uyum saglamamis siirgiinlerde dona dayanimi

artirmigtir.

Bartolozzi ve ark. (2002), soguk kosullara uyum saglamamis ve saglamis (4
°C’de 5-12-19 giin) 4 zeytin ¢esidinin (Bouteillan, Nostrale di Rigali, Frontoio ve
Moraliolo) dona dayanimlarint ve sukrozun mevsimsel degisimini incelemislerdir.
Bitkiler, Ekim ayindan Mart ayma kadar olan siire boyunca don stresine tabi
tutulmustur. Dona dayanmim acisindan cesitler arasinda net farkliliklar tespit
edilememistir. Sukroz seviyeleri acisindan degerlendirildiginde ise, kis aylarinda dona

mukavemet kazanmis bitkilerin sukroz seviyelerinde belirgin artiglar belirlenmistir.

Rejskova ve ark. (2007), in vitro ortamda Picual zeytin ¢esidi siirglinlerinde
diisiik sicaklik uygulamalar1 (0 ve 4°C) ile toplam ¢oziinebilir karbonhidrat ve sukroz

miktarlarinda artis oldugunu tespit etmislerdir.

Dona dayanimda ¢oziinebilir sekerlerin destekleyici rollerini gosterecek genetik
calismalar da mevcuttur. Ornegin, Arabidopsis bitkisinin sfr4 mutantinda (soguga uyum
saglama kabiliyetini yitirmis, diisiik sicakliklara hassas), diislik sicakliklarda ¢6ziinebilir
seker miktarlar1 (sukroz, glukoz) degismez iken (McKnown ve ark. 1996), bunun
aksine, eskl mutantinda (diisiik sicakliklara dayanikli) diistik sicaklik kosullarinda seker

birikiminin arttig1 belirlenmistir (Xin ve Browse 2000). Bununla beraber, sekerlerin
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dona dayanimi saglamak icin tek basina yeterli olmadig1 vurgulanmistir. Normal olarak
soguga uyum siiresince seker akiimiile eden sfr mutantlarinin, dona dayanim
kazanamadiklar1 ifade edilmektedir. Bakteriyel pirofosfataz veya invertaz geni aktarilan
tiitlin bitkisinde seker birikimi oldugu belirlenmistir ancak bu durumun dona tolerans

acisindan herhangi bir etkisinin olmadigi ifade edilmistir (Hincha ve ark. 1996).

1.2.2. Coziinebilir proteinler

Cozilinebilir proteinler ile dona mukavemet arasindaki iliski ilk olarak
Siminovitch ve Briggs (1949) tarafindan akasya bitkisinde yiiriitiilen bir calisma ile
gosterilmistir. Bu bitkide kabuk dokularinda sonbahar ayindan itibaren ¢oziinebilir
proteinlerin artiginin dona makavemetin artist ile paralel oldugu ifade edilmistir
(Siminovitch ve Briggs 1953). Kis boyunca proteinlerin yiiksek seviyelerde kaldigi
ancak bahar aylarinin baglangici ile hizla diistiigli belirlenmistir (Sakai ve Yoshida
1968; Pomeroy ve ark. 1970). Coziinebilir proteinlerdeki bu diisiisiin dona
mukavemetin azalmasi ile iliskili olabilecegi yargisina varilmistir (Siminovitch ve ark.
1968). Ardi ardina yapilan bu ¢aligmalar bu konuda ilk elde edilen veriler olmustur.
Levitt (1980), eriyebilir proteinlerdeki artisin mukavemeti artirabilecegini ileri
siirmiistiir. Istisnai durumlar da s6z konusu olmasina ragmen (Toman ve Mitchell 1968),
¢oziinebilir proteinlerdeki artisin bitkilerde soguga uyum siiresince ortaya cikan

mekanizmalardan biri oldugu genel olarak kabul edilmektedir (Thomashow 1999).

Coziinebilir proteinlerdeki artig, glisinin suda eriyebilir proteinlere dahil
olmasindan dolayidir. Guy (1990), dona uyum siirecinde ¢oziinebilir proteinlerde
gergeklesen bu artisin - dlisiik sicakliklarda tesvik edilen enzim artiglarindan
kaynaklanabilecegini belirtmistir. Gorevleri tam olarak bilinmese de sogukla tesvik
edilen proteinlerin hidrofilik olmalar1 ve yiiksek 1sida eriyebilir kalmalar1 koruyucu

rollerine biiyiik katkida bulundugunu diisiindiirmektedir (Guy ve Haskell 1989).

Sonbaharda senesens (yaslanma) sirasinda yaprak proteinlerinden tiiretildigi
varsayillan azotlu maddeler kabuga iletilerek burada depo proteinleri olarak

sentezlenmektedirler. Ilkbaharda bu proteinler yikilarak siirgiinlerin baslangig
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biliylimelerinde kullanilmaktadir. Ayrica depo proteinlerinin bir boliimiiniin de bitkide
biyotik ve abiyotik streslere karsi kullanildig1 diisiiniilmektedir. Bu proteinler genel
olarak kabuk parankima hiicrelerinin ve ksilem hiicrelerinin protein depo vakuollerinde

biriktirilmektedir (Rowland ve Arora 1997; Eris 2003; Wisniewski ve ark. 2004).

Kantitatif Olglime dayanan bir ¢ok ¢alismanin ardindan, elektroforotik
yontemlerin gelismesi sayesinde soguga uyum saglamis ve saglamamais bitkilerde ayrica
proteinlerin kualitatif degisimleri de belirlenebilmistir (Craker ve ark. 1969; Davis ve
Gilbert 1970; Faw ve Jung 1972; Faw ve ark. 1976; Rosas ve ark. 1986). Bu
caligmalarin ¢ogunlugu soguga uyum saglamis bitkilerde yeni tip proteinlerin
sentezlendigini ve bu proteinlerin soguga uyum saglamamis bitkilerde mevcut
olmadigi gostermistir. Ornegin, Uemura ve Yoshida (1984), celtikte (Secale cereale
L.) soguga uyum saglamis plazma membranlarinda 20 den fazla proteinin azaldigini
veya kayboldugunu, mevcut 11 proteinin arttigini, 26 proteinin ise yeni sentezlendigini
belirlemiglerdir. Yine baska bir ¢alismada, Durham ve ark. (1991) soguga hassas bir tiir
olan altintop (Citrus grandis)’da soguga uyum saglamis bitkilerde 160 kDa proteinin
sentezlendigini ve bu proteinin uyum saglamamis bitkilerde mevcut olmadigini tespit
etmislerdir. Bu protein ayrica portakal (Citrus sinensis) ve ispanakda da belirlenmistir
(Guy ve ark. 1988). Herdemyesil bir tiir olan zakkumda (Nerium oleander L.) soguga
uyum saglamis bitkilerin yaprak ve kabuklarinda 38 kDa agirliginda yeni bir proteinin
sentezlendigi ve bu proteinin soguga uyum saglamamis bitkilerde mevcut olmadigi
belirlenmistir. Ayrica tespit edilen 38 kDa agirligindaki bir proteinin diisiik sicaklik
uygulamalar1 (0, -2, -4, -6, -8 °C; 2’ser saat) ile sentezinin arttig1 belirlenmistir (Syros
ve ark. 2005). Soguga uyum saglamis ve saglamamis dokular karsilastirildiginda uyum
saglamig dokularda protein igerigindeki artis ¢ok belirgin olmasa dahi minér bantlarda

mutlak suretle degisimler belirlenmistir.

Seftali bitkisinde (Prunus persica (L.) Batcsch) yillik siirgiin, 1- yash siirgiin ve
koklerde 60, 19 ve 16 kDa molekiiler agirliginda 3 proteinin kabuklarda kis mevsiminde
biriktigi belirlenmistir. 16 kDa agirligindaki protein yalnizca yillik siirgiinlerde tespit
edilirken, 19 kDa agirligindaki protein tiim dokularda saptanmistir. 60 kDa agirligindaki

protein ise koklerde bulunamamaistir. Bu 3 proteinin amino asit dizinleri belirlendiginde,
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60 kDa’un bir dehidrin proteini ve 19 kDa’un patojenlerle iligkili bir protein oldugu
tespit edilmistir. 16 kDa molekiiler agirligindaki protein ise herhangi bir homologu
bulunamamistir. Bu durumda arastiricilar 16 kDa’un bir kabuk depo proteini

olabilecegini ileri siirmiislerdir (Artlip ve ark. 1997; Wisniewski ve ark. 2004).

Bitkilerde diisiik sicakliklarla iligkili proteinlerde bir Orneklilik s6zkonusu
degildir. Bu durum soguga uyum ile ilgili proteinlerin yiiksek korunmus 6zellige sahip
yiiksek sicaklik soku (heat-shock) proteinleri gibi olmadigimi gostermektedir. Soguk-
aklimasyonu ile ilgili sentezlenen proteinlerin karakteristik 6zelligi gegici olmalaridir,
halbuki diger protein tipleri daha stabildir ve sentezlenmeleri haftalar almaktadir (Guy

ve Haskell 1987).

Herdemyesil bitkiler tam olarak dinlenmeye girmedikleri ic¢in kabuklarda
kortikal hiicresi depo proteinlere ihtiyag duymamaktadirlar. Bir arastirmada herdem
yesil bir tiir olan kizil cam bitkisinin yaprak ve kabuklarinda kis aylar1 boyunca
¢oOziinebilir proteinlerin arttig1 belirlenmis ve bu artisin bitkinin dona mukavemeti ile
paralel oldugu tespit edilmistir (Pomeroy ve ark. 1970). Bu durum kabuk depo
proteinleri disinda diisiik sicakliklarla ilgili baska proteinlerin sentezlendigini isaret

etmektedir.

Yapragini doken ve herdemyesil seftali genotiplerinin diisiik sicaklik toleranslar
ve bu toleransin proteinlerle olan iliskisi mevsimsel olarak ayrintili bigimde
incelenmistir (Arora ve ark. 1992,1996). Dinlenmeye giren ve yapragmi doken
tiplerinin aksine, herdemyesil seftali tipleri uygun g¢evresel kosullar oldugu siirece
siirglin uzamalarin1 siirdiirmektedirler. Caligmada her iki tipte de sonbaharda dona
mukavemetin arttig1 ve bahardan itibaren azaldig1 tespit edilmistir. Ancak yapragini
doken tipin dona mukavemetinin herdemyesil tipe gore yaklasik iki kat daha fazla
oldugu belirlenmistir. Her iki genotipin de toplam ¢dziinebilir protein miktarlar
sonbaharda artmaya baglamis, kis aylarinda maksimuma ulagsmis ve daha sonra diisiis
seyrine girmistir. Jel-elektroforez caligmalari, yapragim1 doken ve herdemyesil
genotiplerin kabuklarinda 19 kDa molekiiler agirligindaki proteinin kis aylarinda

biriktigini, ancak yapragini doken genotipte birikim miktarinin daha fazla oldugunu
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gostermistir. Yine 19 kDa agirligindaki kabuk proteinlerinin yapragini doken seftali
yapraklarinda kisa dogru kayboldugu, ancak kabukta yiiksek miktarlarda biriktigi
belirlenmistir. Bu birbirine zit iliski herdemyesil seftalilerde goriilmemistir. Ayrica 60
kDa ve 30 kDa molekiiler agirligindaki proteinlerin yalnizca yapragini doken tiirlerde

biriktigi belirlenmistir.

Italya’ da Bartolini ve ark. (1999) Leccino zeytin ¢esidinin iki klonunda (Klon 4
ve Klon 18) diisiik sicaklik uygulamalar1 sonucu ¢6ziinebilir proteinlerdeki degisimleri
incelemiglerdir. Ayni1 arastirmacilar daha Once yirttiikleri ¢alismalarinda klon 4’1
diisiik sicakliklara tolerant, klon 18’1 ise hassas bir c¢esit olarak belirlemislerdir.
Aragtirma sonuglarina gore, diisiik sicaklik uygulamalarindan sonra ¢6ziinebilir

proteinler agisindan iki zeytin klonu arasinda net farkliliklar belirlenememistir.

Bartolozzi ve ark. (1999), 6 zeytin genotiptinde (Borsciona, Bouteillan,
Frantoio, Leccino, Nostre di Rigali, I-79) 21 kDa, 30 kDa ve 43 kDa agirliklarindaki

proteinlerin kis aylarinda daha fazla sentezlendigini saptamislardir.

Goriildiigii gibi cesitli bitkilerde ¢ozilinebilir proteinlerin mevsimsel degisimi
izerine pek ¢ok caligma yapilmistir. Fakat zeytinde ¢dzilinebilir proteinlerin mevsimsel
degisimi ve bu proteinlerin dona dayanimla olan iligkileri konusunda yeterli ¢alisma
bulunmamaktadir. Bu konuda 6zellikle spesifik proteinlerin dona dayanimdaki rolleri

yoniinden daha detayli ¢alismalarin yapilmasina ihtiya¢ bulunmaktadir.

1.2.2.1. Dehidrinler

Son on yilda, bitkilerde diisiik sicaklilara dayanim kazanma siirecinde ve diisiik
negatif sicakliklara maruz kaldigi durumlarda birikim gdsteren ve hiicre
fonksiyonlarinin korunmasinda rol oynadigi diisliniilen 6zellesmis bitki proteinleri
tanimlanmistir. Bu proteinler genel olarak COR (cold-responsive) ya da dehidrin (diisiik
negatif sicakliklarla birlikte dehidrate olan hiicreler tarafindan tesvik edilen proteinler)
olarak adlandirilmaktadir. Bu proteinler bitki tiirleri 6nemli olmaksizin bir¢cok benzer

ozellikler ve yapilara sahiptirler (Arora ve ark. 2002).
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Bitki proteinlerinin bir grubu olan dehidrinler, hiicresel dehidrasyonlarla
sonuglanan kuraklik, diisiik sicaklik, tuzluluk gibi ¢evresel streslere karsi tepki olarak
olusan proteinlerdir (Close 1997). Bunun yaninda digsal ABA uygulamalarinin da bazi
dehidrin yazilimlarini ve proteinleri tesvik ettigini gosteren ¢calismalar mevcuttur (Artlip
ve ark. 1997). Dehidrinler temelde LEA (late embryogenesis abundant grubu) olarak
tanimlanan proteinlerdir. Bu protein grubu, yiiksek bitkiler, algler, maya ve
siyonabakteriler gibi bircok organizmada mevcuttur (Borovskii ve ark. 2002; Rorat ve
ark. 2006). Dehidrinler glisince zengin, triptofan ve sisteinden fakirdirler ve 100°C’de
eriyebilir halde kalabilirler. Bunlara ilaveten, dehidrinler karboksil terminallerinde
lizince zengin amino asid sekanslar1 tagimalar ile karakterize edilebilirler (Panta ve ark.
2001). Ayrica dehidrinler, karboksil terminalinin bitisiginde yer alan ve terminalin {ist
kisminda ilave kopyalar1 da bulunan 15 amino asitlik, hatta bircok durumda hafifce
modifiye olmus 14 amino asitten olusan ve ‘K-segmenti’ olarak da bilinen bir
konsensus amino asit sekansi (EKKGIMDKIKEKLPG) ile karakterize edilmektedir
(Close 1996, Marian ve ark. 2003). Bu amino asit dizinleri polipeptid boyunca sik sik
tekrarlanmis olarak bulunmustur. Bu yapi1 protenlerin molekiiler saperon (chaperon)
smifi ile benzerlikler gostermektedir (Panta ve ark. 2001). Birgok dehidrin ayni
zamanda bir dizi serin kalintis1 igermektedir. Bu da ‘S-segmenti’ olarak
adlandirilmaktadir. Bir ¢cogu ayrica amino terminalinin yaninda bir ya da birden fazla Y-
segmenti (konsensus sekansi:{V/T}DEYGNP) icermektedir. Amino-terminal bolgesi
icinde ve K segmentleri arasinda daha az korunan dizinler bulunmaktadir. Bunlar bazen
degisken glisin ve treonin kalintilari igeren glisince zengin dizinlerden ibarettirler. Diger
dizinlerin en 6nemli 6zelligi hidrofilik olmasi, yiiklii ve polar amino asitler icermesidir.
Y ve K segmentlerinin tekrar sayilar1 ve diger dizin 6zelliklerinin varlig1 ya da yoklugu

dehidrinler arasindaki farklilig1 ortaya koymaktadir (Pearce 1999).

Tiim dehidrin proteinlerinde goriilen K segmentinin, makromolekiilleri ve hiicre
ici yapilar1 korumaya yardimci olan bir amfipatik a-heliks olusturdugu tahmin
edilmektedir. Serin segmentinin varlig1 sinyal polipeptitlerinin baglanmasi ile iliskili
olabilen muhtemel bir fosforilasyon bolgesidir. Y segmentlerinin saperonlarin niikleotid

baglanma bdlgesinin bir kismu ile dizin benzerligi bulunmaktadir (Pearce 1999).
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Dehidlerin diisiik sicaklik ya da diger stres tiplerindeki gorevleri heniiz tam
olarak anlasilamamasina ragmen, Close (1997) bunu ‘hari¢ birakma (exclusion) teorisi’
ile aciklamaya calismistir. Temel olarak, olaganiistii dehidrasyon kosullari altinda
makromolekiilleri (6rn. niikleik asitler ve proteinler) su tabakasi ile g¢evreleyerek
koagiile olmalarin1 veya kuru ortamlarda hidrolotik enzimlerin bozulmasini 6nledigi
diisiiniilmektedir (Borovskii ve ark. 2002). Ayrica dehidrin proteinin yapisi ve hiicresel
yerlesimi, dehidratif kosullarda hiicresel membranlarin bozulmasini 6nledigi goriisiiniin
One siiriilmesine neden olmustur (Welling ve ark. 2002). Bir¢cok odunsu bitkide dehidrin
proteinleri ve bu proteinlerin transkriptleri diisiik sicakliklara uyum saglama siirecinde
mevsimsel olarak kabuklarda, ksilemde, tomurcuklarda ve siirgiin ucunda birikmektedir
(Arora ve Wisniewski 1994; Muthalif ve Rowland 1994; Salzman ve ark. 1996; Artlip
ve ark. 1997; Marian ve ark. 2003).

Dehidrinler ile ilgili ¢aligmalar yaygin olarak otsu bitkilerde yiiriitiilmiis olsa da
son yillarda odunsu bitkilerde de calismalar yapilmaktadir. Ornegin, Prunus Persica
(seftali) (Arora ve Wisniewski 1994), Vaccinium (yaban mersini) tiirleri (Muthalif ve
Rowland 1994), Malus domestica (elma) (Wisniewski ve ark. 1996), Populus (kavak)
tirleri (Pelah ve ark. 1997), Betula pubescens (kuzgun hus agaci) (Rinne ve ark. 1994),
Salix caprea (kegi sogiidii) (Sauter ve ark. 1999) ve Rhododendron (orman giilii) tiirleri
(Lim ve ark. 1999) iizerinde ¢alismalar mevcuttur. Bu bitkilerin kis aylarinda ya da
diistik sicaklik stresi kosullarinda dehidrin seviyelerindeki degisimler incelenmistir.
Dehidrin proteinleri Prunus persica’da sitoplazma, plastidler ve nukleusta (Wisniewski
ve ark. 1999), Betula pubescens’de nukleus ve aminoplastlarda (Rinne ve ark. 1999)
oldugu gibi hiicre ici yapilara dagilmislardir. Borovskii ve ark. (2002), hiicre i¢inde bu
protein grubunun genel olarak nukleus, sitoplazma, mitokondri ve plazma membraninda
bulundugunu belirtmektedir. Odunsu bitkilerde dehidrinler i¢in Vaccinium (Levi ve ark.
1999), Picea glauca (Richard ve ark. 2000), Prunus persica, Citrus unshiu (mandarin)
(Hara ve ark. 2001) tiirlerinde molekiiler biyolojik ¢alismalar yapilmistir. Bu bitki
tiirlerinde diistiik sicaklik veya kuraklik stresi kosullarinda dehidrinler birikmektedir.
Picea glauca (ladin) bitkisinde dehidrinlerin birikimi yalmzca kuraklik ya da diisiik
sicaklik kosullarinda degil, ayn1 zamanda yaralanma, etilen, jasmonik asit ve metil

jasmonit uygulamalari ile de tesvik edildigi belirlenmistir. Bu durum odunsu bitkilerde
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dehidrin genlerinin {retilmesinin  karmasik diizenleme mekanizmalarina bagl
olabilecegini gostermektedir. Prunus dehidrini donmay1 engelleme (antifreeze) 6zelligi
gosterirken (Wisniewski ve ark. 1999), Betula dehidrini polietilen glikolde o-amilaz
aktivitesini artirmistir (Rinne ve ark. 1999). Bu yondeki in vitro caligmalar ayni

zamanda dehidrinlerin in vivo ortamlarda enzimleri koruduguna isaret etmektedir.

Dehidrin proteinlerinin diisiik sicakliga dayanimdaki rolleri iizerine yapilan
calismalarda genel olarak dehidrinlerin diisiik sicaklik uygulamalarina gore degisimi
(Hara ve ark. 2001), cesit seciminde seleksiyon belirteci olarak bir dehidrin proteinin
aranmasi (Giorni ve ark. 1999), farkli fotoperiyod rejimlerine gore dehidrinlerin durumu
(Marian ve ark. 2004), mevsimlere gore dehidrinlerin degisimleri (Muthalif ve Rowland
1994), dehidrinlerin bitkide bulunduklar1 organlar (Rorat ve ark. 2006) ve hiicre i¢inde

sentezlendikleri yerler (Borovskii ve ark. 2002) konulari ele alinmastir.

Yukarida bahsedilen arastirma konularinin hemen hemen hepsini kapsayan
ayrintili caligmalar yaban mersini iizerinde yapilmistir. Buna gore, yaban mersininde
(Vaccinium corymbosum Linn.) ¢i¢cek tomurcuklarinda 65, 60 ve 14 kDa molekiiler
agirhigindaki dehidrin proteinlerinin birikiminin diigiik sicakliklarda degisim gosterdigi
belirlenmistir. S6zkonusu bu proteinler soguga uyum ile artmis, bunu takiben soguga
uyumun bitisi ve bilylime periyodunun baslamasi ile azalmistir (Muthalif ve Rowland
1994; Arora ve ark. 1997, 1998). Bu calismalarin 15181 altinda Panta ve ark. (2001),
yaban mersininin 3 genotipinde diisiik sicaklik (4 °C) ve kuraklik kosullarinda dehidrin
proteinlerin yaprak, gévde ve kok gibi organlardaki birikimini SDS-PAGE ve bunu
takiben immunoblotting yontemleri kullanarak aragtirmislardir. Calisma sonucunda
dehidrinlerin bitkide hem diisiik sicaklik kosullarinda hem de kurak kosullarda biriktigi
tespit edilmistir. Ancak dehidrin proteininin molekiiler agirhig1 gesitlere bagli olarak
degismistir. Dehidrinler diistik sicaklikta govde ve koklerde yapraklara gore daha fazla,
kurak kosullarda ise gévdede kok ve yapraktan daha fazla birikmistir. Diisiik sicaklik ve
karanlik uygulamasi ile dehidrinler, diisiik sicaklik ve uzun giin kosulu uygulamasina
gore daha fazla birikmistir. Arastiricilar bu sonuglara dayanarak dehidrinlerin

fotoperiyoda duyarli olabilecegini ileri stirmiiglerdir. Diisiik sicaklik uygulamasinda her
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tic genotipte de dehidrinlerin birikim seviyesinin, bitkinin diisiik sicakliklara

mukavemeti ile iliskili oldugu tespit edilmistir.

Dehidrinlerle ilgili arastirmalarda tahillar en yaygin c¢alisilan bitki grubudur.
Crosatti ve ark. (1996)’nin, arpa (Hordeum vulgare L.) genotiplerinde yaptiklari bir
caligmada, disiik sicaklik uygulamalar1 sonrasi dayanikli cesitlerin soguga hassas
cesitlere gore COR75 proteinini daha hizli biriktirdiklerini belirlemislerdir. Baska bir
calismada, diisiik sicakliklara dayanikli kiglik arpa c¢esitlerinde yiiksek oranda COR14
proteini birikirken, dayaniksiz bahar ¢esitlerinde bu proteinlerde tutarsizlik saptanmustir.
Aragtiricilar COR14 proteininin yiisek birikim kapasitesine sahip arpa ¢esitlerinde
soguga dayanim acisindan iyi bir seleksiyon belirteci (markor) olabilecegini
belirtmislerdir (Giorni ve ark. 1999). Yine arpada, Dhn5 ve P-80 dehidrin proteinlerinin
makromolekiilleri ve dona hassas yapilart don zararina karsi korudugu diistiniilmektedir.
P-80’nin yaprak ve gdvdenin epidermis tabakasinda ve vaskiiler silindirin ¢evresinde

yerlesmis oldugu tespit edilmistir (Bravo ve ark. 2003).

Borovskii ve ark. (2002), kislik bugday, piring ve misirda 5 farkli molekiiler
agirlikta dehidrin proteini tespit etmislerdir. Bu proteinlerden 52 kDa ve 63 kDa
dehidrin proteinlerinin 1siya dayanikli (thermo-stable) oldugu belirlenmistir. 63 kDa
dehidrin proteini, her ii¢ tiiriin mitokondrisinde de kuraklik, don, soguk ve digsal ABA
uygulamalariyla artis gostermistir. 52 kDa proteini ise soguga uyum siiresince ve ABA
uygulamasi ile artmustir. Tespit edilen diger 3 polipeptidin ise 1siya duyarl (heat-
sensitive) oldugu saptanmis ve ii¢ uygulama ile (diisiik sicaklik, kuraklik ve dissal

ABA) ya ¢ok az biriktigi ya da hi¢ degigsmedigi tespit edilmistir.

Kislik bugdayda (Triticum aestivum) mevsimsel olarak dehidrinlerin seyri
izlenmistir (Stupnikova ve ark. 2002, 2004). Arastirma sonucunda bitkinin adaptasyon
sirecinde (Ekim’den Ocak’a kadar) 209, 196, 66, 50 ve 41 kDa agirligindaki
proteinlerin, kig ayinda (Ocak) ise, 24, 22, 17, 15 ve 12 kDa agirligindaki dehidrin-
benzeri proteinlerin sentezlendigi ve biriktigi saptanmistir. Bu protenlerin seviyeleri
bahar aylarinda bitkinin dona mukavemetinin diismesine paralel olarak keskin bir

sekilde azalmistir. Calisma sonucunda, diisiik molekiiler agirliga sahip dehidrin
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proteinlerinin diisiik sicaklik adaptasyonunun ikinci safhasi ile iligkili oldugu ve ¢ok

diisiik sicakliklarda hiicre yapisininin korunmasinda rolii olabilecegi vurgulanmustir.

Gilinlimiize kadar zeytinde dehidrin proteinleri ile ilgili herhangi bir ¢aligma
yapilmamistir. Bu nedenle burada zeytin bitkisine fizyolojik ac¢idan yakin oldugu

diisiiniilen herdemyesil tiirlerde yapilan arastirmalar sunulmustur.

Herdemyesil bir tiir olan mandarinde (Citrus unshiu) diisiik sicakliklarda rol
oynadigr belirlenen dehidrin proteini (CuCORI19) ile ilgili ¢alismalar mevcuttur. Bu
calismalardan bir tanesinde C. unshiu diistik sicaklik (4°C), NaCl (50-200 mmol/L) ve
ABA (0.1-10 pmol/L) uygulamalarina tabii tutulmustur. Diisiik sicaklik uygulamasi ile
CuCOR19 proteininin birikimi 6énemli oranda artarken, diger uygulamalarda ¢ok az bir
degisim gozlenmistir. Arasticilar bu proteinin yalnizca diisiik sicaklik uygulamasi
sonucu artmasini mandarin yapraklarinda dehidrin {iretimi i¢in diisiik sicakliklarin kritik

bir 6neme sahip olmasi ile agiklamislardir (Hara ve ark. 2001).

Artlip ve ark. (1997), yapragmi doken ve herdemyesil seftali genotiplerin
(Prunus persica [L.] Batsch) mevsimsel olarak soguga uyum kapasitelerini ve dehidrin
proteinin degisimini belirlemeye c¢alismislardir. Her iki genotipte de bu proteinin
tiretiminin en fazla kis aylarinda, en az da Mayis-Temmuz aylar1 arasinda oldugu
belirlenmistir. Bunun yaninda herdemyesil olan genotipte (daha diisiik sicaklik
tolaransina sahip) yazilim seviyesi diger genotipe gore daha geride kalmistir.
Aragstiricilar bu durumu soguga uyum siiresince dehidrin proteinin degisik diizenleme

seviyelerine sahip olmasi ile agiklamislardir.

Finladiya’da bir grup arastirici tarafindan herdemyesil bir bitki olan Iskog
caminda (Pinus sylvestris L.), aylik periyodlar halinde yaprak, kabuk ve tomurcuklarda
dehidrin proteinlerinin degisimleri incelenmistir. Tiim dokularda immunolojik olarak 60
ve 56 kDa agirliklarinda dehidrin proteinleri tespit edilmistir. 60 kDa dehidrin proteini
tomurcuk ve kabukta en yogun olarak kis aylarinda (Ekim-Subat) saptanirken,

yapraklarda ilkbaharin baslangicinda (Mart-Mayis) artis belirlenmistir. Arastiricilar, bu
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proteinin bahar aylarinda yaprakta artmasinin yaprakta diisen ozmotik basingla iliskili

olabilecegini ifade etmislerdir (Kontunen-Soppela ve Laine 2003).

Herdemyesil bir bitki olan Rhododendron cv. Chionodies’de 25 kDa dehidrin
proteininin birikimi ve soguk-aklimasyonu iizerine giin uzunlugunun ve sicakligin etkisi
Eyliil-Ocak aylar1 arasinda incelenmistir (Marian ve ark. 2003,2004). Denemede
bitkilere 4 farkl sicaklik ve fotoperiyod rejimi uygulanmistir. Bu uygulamalar 1)-dis
kosullar ve dogal fotoperiyod (kisa giin) 2)-dis kosullar ve uzun giin 3)-sera ve dogal
fotoperiyod (kisa giin) 4)-sera ve uzun giin seklinde gergeklestirilmistir. Diisiik
sicakliklara mukavemet ve 25 kDa birikiminin en fazla kisa giin/diisiik sicaklik
kombinasyonu ile tesvik edilirken, uzun giin ve oransal olarak daha yiiksek sicaklik
kosullarina maruz birakilan bitkilerin yapraklarinda diisiik sicakliklara mukavemet
belirgin olarak artmamustir. Kisa giin kosullari hem soguga uyumun ilk safthasini hem de
25 kDa dehidrin proteinin birikimini tetiklemek i¢in yeterli olmustur. Ayrica ¢calismada
dis kosullarda yetistirilen bitkilerin yaprak oransal su kapsaminin serada yetistirilen
bitkilerdekine gore daha az oldugu saptanmistir. Arasticilar 25 kDa dehidrin proteininin
soguga uyumun erken sathasinda artmaya baslamasini kisa giin kosullarinda doku
dehidrasyonun daha fazla olmasi ile iliskili olabilecegini ileri stirmiislerdir. 26 kDa ve
32 kDa molekiiler agirhigindaki diger iki dehidrin proteini ise, kisa giinle iligkili
bulunmamis ancak 20 kDa agirlifindaki protein daha sonraki aylarda sicakliklarin
diismesine paralel olarak artmaya baslamistir. Buna gére Rhododendron cv. Chionodies
yapraklarinda 26 kDa ve 32 kDa agirligindaki proteinlerin birikiminin fotoperiyottan
bagimsiz oldugu ve yalnizca diisiik sicakliklar tarafindan tesvik edildigi goriisii one

stiriilmiistiir.

Bu ¢aligsmalarin yaninda diisiik sicakliklara tepki veren genlerin izolasyonu ile
soguga dayanmimin anlasilmasinda yeni bir ¢igir acilmistir (Pearce ve ark. 1996).
Ornegin, Arabidopsis bitkisi iizerinde yapilan bazi calismalar dehidrin genleri ile diisiik
sicaklik toleransi arasindaki iliskiyi kanitlar niteliktedir. Bu calismalardan bir tanesinde
arastirmacilar sogukla diizenlenen (cold-regulated), diger ismiyle COR genlerinin
tesvikinden sorumlu CBF1 diizenleyici genlerini izole etmisleridir. Bu arasticilar CBF1

genini fazla iretilmesi amaciyla yeniden yapilandirarak, diisiik sicaklik ve kuraklik
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stresi olmayan durumlarda dahi COR geninin iiretiminin arttig1 genetigi degistirilmis
bitkiler gelistirmiglerdir. Soguga mukavemet asamasini yasamadan CBF1 geninin aktive
oldugu bu transgenik bitkilerin, soguga mukavemet kazanmamis kontrol bitkilerine gore
daha fazla, soguga mukavemet saglayan bitkilere gore ise ayn1 oranda dona dayanim

gosterdikleri tespit edilmistir (Jaglo-Ottosen ve ark. 1998).

1.2.3. Antioksidant savunma mekanizmasi

Normal kosullarda belirli bir seviyeye kadar hiicrelerde olusan reaktif oksijen
tiirleri (ROS) organizmalarda sinyalizasyonda gorev almaktadirlar. Ancak ROS’un
normalden fazla iiretilmesi veya bu {iretilen reaktif oksijen tiirlerinin aktivasyonunun
engellenememesi durumunda bitkilerde zararlanmalar meydana gelmekte ve hatta
hiicresel 6liim olugmaktadir (Bowler ve ark. 1992; Apel ve Hirt 1999; Lee ve Lee 2000;
Baek ve Skinner 2003; Foyer ve Noctor 2005; Suzuki ve Mittler 2006).

Bitkilerde diisiik sicaklik stresi sonucunda artan ROS bitki hiicrelerine zarar
vermektedir. Mitokondri ve kloroplastta elektron taginim sistemininde superoksit (O7),
hidrojen peroksit (H,0,), hidroksil radikalleri (OH) ve singlet oksijen (O,') gibi ROS
formlar1 olugsmaktadir. Bu formlar oldukc¢a toksik olup DNA, RNA, protein ve lipidler
gibi 6nemli hiicresel yapilara zarar vermektedir (Tao ve ark. 1998; Lee ve Lee 2000;
Baek ve Skinner 2003; Janda ve ark. 2003; Mahajan ve Tuteja 2005; Pennycooke ve
ark. 2005; Johnston ve ark. 2007). ‘OH dogada en fazla bulunan reaktif radikallerinden
biridir ve don zararinini olusturan etkenlerden biri olarak diistiniilmektedir (Johnston ve
ark. 2007). Anderson ve ark. (1995), misir bitkisinde soguga adapte olmus fidelerdeki
diisiik sicaklik zararmin ROS’larin artmasi sonucu olusabilecegini belirterek, soguga
adapte olmus fidelerin antioksidant sistemlerinin uyarilmasi nedeniyle soguga daha

toleransl olduklarini ortaya koymuslardir.

Bitkiler ROS’lar1 kontrol edebilmek igin enzimatik ve enzimatik olmayan
antioksidant sistemler gelistirmisledir. Tim bitki tiirleri i¢in oOzellikle de stres
kosullarinda antioksidant sistemlerinin diizenlemesi ile ROS’larin

konsantrasyonlarindaki degisimler hayati 6nem tasimaktadir. ROS’lar hem hiicreler igin
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toksik bilesiklerdir hem de stres toleransinin tesvikinde araci olarak hareket etmektedir.
(Tao ve ark. 1998; Janda ve ark. 2003). Antioksidantlar 3 sinifa ayrilabilir: 1) lipid
¢oOziinebilir ve membranlarla iliskili tokofenoller, 2) askorbik asit ve glutatiyon gibi
suda c¢oziinebilir indirgeyiciler, 3) superoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT),
peroksidaz (PRX), askorbat peroksidaz (APRX) ve glutatiyon rediiktaz (GR) gibi
antioksidant enzimler. Bu bilesiklerin ve enzimlerin yiiksek aktivitesinin bitkilerin
abiyotik stres toleransim1 artirabilecegi diisiiniilmektedir (Bowler ve ark. 1992;
McKersie ve ark. 1993; Lee ve Lee 2000). Allen (1995)’a gore stres kosullar altinda
bitkiler genellikle bir ya da daha fazla antioksidant enzim aktivitesini artirirak stres

toleransi gelistirmektedirler.

1.2.3.1. Antioksidant enzimler

Enzimlerin soguga dayanikliliktaki rolleri yadsinamaz bir gercektir.
Biyokimyasal reaksiyonlarda 6nemli rol oynayan enzimlerin miktar1 ne kadar yiiksekse
o bitkinin diislik sicakliklara direnci de o kadar artmaktadir. Ancak her bitkide aym
enzimin ayni yogunlukta ve giicte oldugu, yani belli enzimlerin mutlak mukavemeti
saglayacagl reaksiyona girdigi sdylenemez. Ornegin, asmalarda amilaz, peptidaz,
peroksidaz, katalaz, ve sakkaraz enzimlerinin aktiviteleri yiikselmektedir (Erig 2003).
Dona mukavemet gosteren yoncalarda dehidrogenaz, elmalarda ve sdgiitlerde
peroksidaz, katalaz, invertaz ve NADP rediikktaz enzimlerinin artis gosterdigi
saptanmistir (Levitt 1980). Kislik celtik bitkisinde diisiik sicaklik uygulamasi (4°C)
CAT aktivitesini giiglii bir sekilde engellemektedir (Streb ve ark. 1999). Arabidopsis
bitkisinde diisiik sicaklik, APRX ve GR enzimlerinin dokularda aktive olmasina neden

olurken; ¢eltikte katalaz enzimini engellenmistir (Fadzillah ve ark. 1996).

Bizim bilgilerimize gore, zeytinlerde diisiik sicaklik stresinde antioksidant
enzimlerin rollerine dair mevcut bir calisma bulunmamaktadir. Bunun yaninda
herdemyesil tiirlerde de ¢ok sinirli sayida aragtirma mevcuttur. Bu nedenle, burada tez
konusu ile dogrudan ilgili olarak gerek otsu gerekse odunsu bitki tiirlerinde mevsimlere
ve disiik sicaklik kosullarima gére APRX ve CAT enzim aktivitelerinin degisimini

gosteren ¢alismalar 6zetlenmistir.
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Herdemyesil bir tiir olan Sar1 ¢am (Pinus sylvestris L.) fidelerinde soguk
adaptasyonu ile dona mukavemetin artmasi ile APRX, dehidroaskorbat rediiktaz gibi

enzimlerin arttig1 tespit edilmistir (Tao ve ark. 1998).

Lee ve Lee (2000), hiyar (Cucumis sativus L.) yapraklarinda diisiik sicaklik ile
tesvik edilen antioksidant enzimlerin degisimlerini belirlemek amaciyla bir arastirma
yapmuslardir. Diislik sicaklik stresi ile belirgin olarak APRX ve PRX, enzimlerinin
aktivitelerinde artis olmus, CAT aktivitesinde ise azalma meydana gelmistir. Hiyar
yapraklarinda APRX’in 5 izoenzim formu tespit edilmistir. APRX-4 ve APRX-5
yogunluklarinin diisiik sicaklik stresi ile arttigt belirlenmistir. Ancak APRX-3
izoenziminin yogunlugunda stresten sonra belirgin sekilde azalma goriilmiistiir. Elde
edilen sonuglar degerlendirildiginde, diisiik sicaklik stresi SOD/askorbat-glutatiyon
dongiisiinii aktive ederken CAT’i engelledigi ortaya konulmustur. Ancak c¢esitli
cevresel streslere karsi bu antioksidant enzimlerin harakete ge¢gme zamaninin tiim

izoenzim formlari i¢in ayn1 olmadigi da vurgulanmigtir.

Euphorbia esula L. (siitlegen) bitkisinde yiiksek sicaklik (48 saat 41°C), diisiik
sicaklik (25 giin 5°C), kuraklik (5 giin) ve bocek zarar1 (Apthona lacertosa) (biyotik
stres) ile olusan stresler sirasindaki bazi enzimlerin aktivite degisimleri incelenmigtir
(Davis ve Swanson 2001). Buna gore, bitkide CAT aktivitesi tiim stres tiplerinde azalig
gostermistir. APRX aktivitesi yiiksek sicaklik stresi sirasinda artmistir. APRX aktivitesi
kuraklik stresinde once bir artis olmus bir miiddet sonra kontrol seviyelerine inmistir.
Biyotik streste APRX aktivitesi engellenmistir. Diislik sicaklik stresinde ise bu enzim

aktivitesi tam olarak belirlenememistir.

Rivero ve ark. (2002), karpuzun (Citrullus lanatus) oksidatif metabolizmasi
lizerine termal stresin etkilerini belirlemek amaciyla aragtirma yapmiglardir. Calismada
bitkiler 30 giin boyunca 10 ve 35°C’de yetistirilmisdir. Bu bitkilerin yapraklarinda
antioksidant bilesikler, enzimatik aktiviteler (SOD, CAT, APRX, dehidroaskorbat

rediiktaz ve GR) ve toplam H,O, konsantrasyonlar1 incelenmistir. Diislik sicaklik stresi
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sonucu bitkilerde H,O, birikimi ve H,O;’1 indirgeyici enzim aktivitelerinde artis tespit

edilmistir.

Lukatkin (2002), diisiik sicakliklara duyarli olan musir, hiyar ve patates
fidelerinde hiicre ici APRX ve CAT aktivitelerindeki degisimleri arastirmistir.
Aragtirmada bitkiler 2°C’de 1-24 saat arasinda tutulmustur. Uygulamalar sonucunda 1-2
saatlik diisiik sicaklik uygulamasinda hiyar ve misir bitkisinde enzim aktiviteleri dnemli
miktarda azalmistir. Daha uzun siireli diisiik sicaklik uygulamalarinda ise, tiirlere bagh
olarak dereceli artis gdzlenmistir. Usiime sicakliklarina maruz birakilan bitkiler normal
sicakliklara alindiktan bir giin sonra enzim aktiviteleri baslangi¢ seviyesine donmiistiir.
Sonu¢ olarak, soguga dayanim faktorlerinden birinin, bitkilerin {isiime sicakliklar
sirasinda  antioksidant enzim kapasitelerini muhafaza etmeleri ve normal hava
kosullarina dondiikleri zaman hizli bir sekilde enzim aktivitelerini yeniden

saglayabilmeleri olabilecegi ifade edilmistir.

Festuca pratensis Huds. ‘Skra’ (Cayir yumagi), Hordeum vulgare L. ‘Mobek’
(arpa) ve Brassica napus L. var. Oleifera ‘Gorrezanski’ (kolza) bitkilerinde soguga
uyum sirasinda CAT aktivitesi azalirken, bu bitkilerin soguga uyumdan ¢ikarilmasi ile
(deacclimation) enzim aktivitesinin artis gosterdigi belirlenmistir. Arpa ve turp
bitkilerinde diisiik sicaklik uygulamalar1 ile CAT aktivitelerinde belirgin bir azalig
belirlenmistir. Benzer sekilde diisiik sicakliklarda hiyarda da CAT aktivitesi azalmistir
(Lee and Lee 2000). Tersine, baska ¢alismalarda, diisiik sicakliklara maruz kalan misir
(Leiper ve ark. 1999; Pastori ve ark. 2000), patates (Seppanen ve Fagerstedt 2000) ve
bugdayda (Scebba ve ark. 1998) CAT aktivitesinde artis tespit edilmistir (Plazek ve Zur
2003).

Soguga uyum saglamis ve saglamamus tahillarda antioksidant enzimlerdeki
(CAT, APRX, PRX) degisimler dona mukavemet a¢isindan incelenmistir. Caligmada
soguga uyum saglayan bitkilerin yapraklarinda APRX aktivitesinin, soguga uyum
saglamamiglara gore daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. CAT akitivitesi ise soguga
uyum saglamis bitkilerde daha diisiik bulunmustur. Enzim aktivitesi ve dona

mukavemet arasindaki iliski en belirgin olarak APRX enziminde tespit edilmistir.
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Enzim aktivitesi ve dona mukavemet arasindaki en yliksek korelasyon soguga uyum
saglamis bitkilerde belirlenirken, soguga uyum saglamamis bitkilerde 6nemli Olgiide

pozitif bir iligki belirlenememistir (Janda ve ark. 2003).

Parvanova ve ark. (2004), tiitinde diisiik sicaklik sonucu olusan oksidatif streste
yer alan bazi etkenleri incelemislerdir. Bu arastirmada ozmoprotektanlarin (prolin,
fruktan ve glisin betain) sentezinde yer alan enzimleri kodlayan genlerin aktarildigi
tiitlin hatlar1 ile gen aktarilan ve soguga adapte edilen bitkilere 12 ve 24 saat siireyle
-2°C sicaklik uygulanmigtir. Sonugta, genetigi degistirilmemis bitkilerde 24 saatlik
diisiik sicaklik uygulamasinda siddetli zararlanma tespit edilmistir. Bu bitkilerde, iyon
sizintisinda, H,O,’de ve PRX enzim aktivitesinde artis belirlenirken, CAT enzim
aktivitesinde azalis saptanmistir. Ayni parametreler icin egilimler genetigi degistirilmis
bitkilerde olduk¢a diisiik bulunmustur. Calismada uzun siireli disik sicaklik
uygulamasinda CAT aktivitesi diiserken, PRX aktivitesi oldukca yiikselmistir. CAT
enzimindeki bu baskilanma tam olarak aciklanamamaktadir. Ancak bu konu ile ilgili
olarak ¢esitli dngdriiler ileri siirlilmiistiir; a) CAT enziminin iiretilmesinin azalmasi; b)
yiiksek H,O, konsantrasyonu tarafindan enzim aktivitesinin engellenmesi; ¢) igsel CAT
engelleyicilerin  (inhibitorlerin) birikimi. Bu ¢alismada ise arastiricilar CAT
aktivitesindeki  diisiisii  H,O, seviyesindeki artisa baglamislardir  (substrat
inaktivasyonu). PRX enzim aktivitesindeki ylikselis ise, diisiik sicaklik stresinin neden
oldugu aktif oksijen tiirlerinin {iretilmesi ile agiklanmistir. CAT'in aksine, PRX (lar)
elektron donoérlerini kullanarak etki gostermektedir; bu da PRX’in okside olabilen
bilesiklere bagimli oldugu anlamina gelmektedir. Bitki hiicreleri dldiiglinde ise, bu

metabolitlerin yolaklar1 inaktive olmaktadir.

-30°C sicakliklarda yasabilen herdemyesil tiirler Sabina przewalskii Kom. ve
Sabina chinensis (Lin.) Ant.’in diisiik sicakliklara toleranslari ile antioksidant enzim
aktiviteleri arasindaki iligki incelenmistir (Chen ve ark. 2006). Calismada 6rneklemeler
yazdan ilkbahara kadar olan donemde 1 aylik araliklarla yapilmistir. Arastirma
sonucunda yapraklarda antioksidant enzim aktivitelerinin sicakliklar distiikce ve
yiikseldik¢e degistigi tespit edilmistir. PRX, APRX ve CAT enzim aktivitelerinin

sicakliklar diismeye basladigi sonbahar aylarinda (soguga uyumun ilk safhasi) artis
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egilimde oldugu, kis aylarinda aktivitenin bir miktar diistiigii (soguga uyumun ikinci
safhasi), ilkbahar aylarinda (soguga uyumdan c¢ikis) ise tekrar yiikselis gosterdigi
belirlenmistir. Arastiricilar, herdemyesil odunsu Sabina bitkisinin dona mukavemetinin

antioksidant enzim aktivitelerinin artis kapasitesi ile iliskili oldugunu ileri siirmiistiir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

Bu aragtirma, 2003-2005 yillar1 arasinda Bursa-Goriikle Koyii'nde bulunan
“Gemlik” ¢esidi zeytin bahgesi ve Uludag Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri

Bolimii Fizyoloji ve Molekiiler Biyoloji Laboratuarinda yiiritiilmiistiir.

2.1. Materyal

Denemede bitkisel materyal olarak “Gemlik” zeytin c¢esidi kullanilmustir.
Orneklemeler igin Uludag Universitesi kampiisiine yakin Goriikle Kdyii'nde bulunan ve
13 yash agaclardan olusan bir bahge secilmistir (Sekil 2.1). Deneme siiresince bu
bahgeye ait en yiiksek, en diisiik ve ortalama sicakliklarin aylara gore degisim ve

dagilimlar1 Sekil 2.2°de gosterilmistir.

Sekil 2.1. Denemenin yiiriitiildiigii zeytin bahgesinin genel goriiniisii.

6x6 m dikim araliklarinin mevcut oldugu bahgede, kiiltiirel islemler diizenli
olarak uygulanmakta; ancak sulama yapilmamaktadir. Agaglar ilk deneme yilinda “var”
(~35 kg/agag), 2. deneme yilinda “yok” (~25 kg/aga¢) donemlerini yasamislardir. Her
iki yi1l i¢inde elde edilen {riin miktar1 ve iki yilin farkliligt buradaki bitkilerde

periyodisetenin ¢ok siddetli olmadigin1 gostermektedir.

Gemlik ¢esidi, Marmara bolgesi aga¢ varliginin %80’ini, Tiirkiye genelindeki

agag varligimin %11’ini temsil etmektedir ve Bursa, Tekirdag, Kocaeli, Bilecik,
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Sicaklik (°C)

-20 T T T T T T T T T T T T
May Haz Tem Agu Eyl Eki Kas Ara Oca Sub Mar Nis

Aylar

Sekil 2.2. Birinci ve ikinci deneme yillari siiresince (Mayis 2003 — Nisan 2005) hava
sicakliklarinin aylik degisim ve dagilimu.

Kastamonu, Zonguldak, Sinop, Samsun, Trabzon, Balikesir, Izmir, Manisa, Aydin, Icel,
Adana, Antalya illerinde yetistirilmektedir. Siyah sofralik bir zeytin cesididir. Parlak
siyah renkte, tad ve tekstiir agisindan istlin 6zelliktedir. Sofralik kalite dis1 {irtinler
yaglik olarak da islenebilmektedir. Aga¢ orta biiyliklikte ve yuvarlak bir tag
olusturmaktadir. Ana dallar dik acil1 geng dallar ise, genis agili olup, etek dallar1 agaca
sarkik bir gorlinim vermektedir. Agaglar, 12 Mayis-9 Haziran tarihleri arasinda
ciceklenmekte; somaktaki cicek adeti 10-23 arasinda olup ortalama 14’diir. Meyve
baglama donemi 1-15 Kasim arasindadir. Meyveleri orta biiyiikliikte, 1 kg’daki meyve
sayist ortalama 268’dir. Meyvede et orami ortalama %85.86, yag orami ortalama %
29.97°dir. Sekil 2.3’de “Gemlik” zeytin ¢esidi’nde meyvelerin olgunlastigi donemde

dallar goriinmektedir. Kismen kendine verimlidir (Canézer 1991).

Sekil 2.3. “Gemlik” zeytin ¢esidi’nde meyvelerin olgunlastig1 donemde dallarin goriiniisii.
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2.2. Yontem

2.2.1. Bitkisel materyallerin alinmasi

Ornek alma iglemi, Mayis 2003 - Nisan 2005 tarihleri arasinda ayda bir defa ve
her ayin ikinci haftasinda gerceklestirilmistir. Ornekler, 5 agactan farkli yonlerde ve
tesadiifi olacak sekilde, sabah erken saatlerde, 1 yillik siirgiinlerden (30-40 cm
uzunlugunda) alinarak zaman kaybetmeden buz kutusu igerisinde laboratuara

getirilmigtir.

Bu orneklerden kontrol grubu (hi¢ bir uygulama yapilmayan) olarak segilenlerin
bir kismi1 don testlerinden sonra iyon sizintis1 ve canlilik testleri igin; geri kalan kismi

ise fizyolojik ve molekiiler biyolojik analizler i¢in ayrilmistir.

Molekiiler ve fizyolojik analizler i¢in; siirgiinlerin taze olan uglar1 yapraklar ile
beraber alinmistir. Yapraklarda yapilacak analizlerde kullanilmak iizere siirgiin
tizerindeki yapraklar yaprak sapi harig; kabuktan yapilacak analizlerde ise, siirgiinlerin
kabuk dokusu keskin bir bisturi yardimiyla siyrilmistir. Daha sonra yaprak ve kabuk
ornekleri aliminyum folyo ile paketlenerek sivi azot igerisinde sok dondurma yapilmis

ve analizlerin yapilacagi zamana kadar —80°C’de muhafaza edilmistir.

2.2.2. Diisiik sicaklik (don) testleri

Diisiik sicaklik uygulamalari i¢in Arora ve ark. (1992)’nin onerdikleri yontem

zeytin Oorneklerine adapte edilerek uygulanmustir.

Diistik sicaklik testleri i¢in siirglinler, dnce nemli havlu kagitlara, daha sonra
aliminyum folyolara sarilarak hazirlanmiglardir. Paketlenen orneklerin bir yapragina

thermocouple cihazi takilarak sicakliklar takip edilmistir (Sekil 2.4).

Hazirlanan 6rnekler 12 saat siireyle, kademeli olarak 4°C, -5 °C, -10 °C, -20 °C
sicakliklarda tutulmuslardir. Sicaklik yaklasik olarak -5 °C’ye kadar 1.5 °C/s; -20 °C’ye
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kadar ise 5 °C/s hizda azalmistir. Diisiik sicaklik uygulama siirelerini tamamlayan

ornekler yavas ¢oziinmeyi saglamak amaciyla yaklasik 12 saat 4 °C’de bekletilmislerdir.

Bu orneklerden bir kisim yaprak ve kabuk, membran zararlanmasinin tespiti igin
hemen kullanilirken bir kistm 6rnek diger molekiiler (enzim ve protein) ve fizyolojik
(coziinebilir sekerler) analizler i¢in ayrilarak kullanilincaya kadar -80 °C’de muhafaza

edilmistir.

Sekil 2.4. Diisiik sicaklik testleri i¢in 6rneklerin hazirlanmasi. A. Disiik sicaklik uygulamasi
yapilacak zeytin siirgiinleri, B. Orneklerin 1slak havlu kagit ierisindeki goriiniimii, C.
Orneklerin aliiminyum folyo ile sarilmis haldeki goériiniimii ve thermocouple cihazi.
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2.2.3. Fizyolojik ve molekiiler biyolojik analizler

2.2.3.1. Hiicresel membran zararinin belirlenmesi

Diistik sicaklik uygulamalari sonucu olusan hiicre membran zararini tespit
edebilmek amaciyla “iyon sizintis1” (electrolyte leakage) testleri yapilmistir (Giilen ve
Eris 2003). Yontemde, kontrol grubu ve diisiik sicaklik uygulamalarini tamamlayan
celiklerden 3 tekerrtirlii olarak yaprak drnekleri bir disk yardimi ile 1 cm ¢apinda; kabuk
ornekleri ise, keskin bir bisturi ile kesilerek 1x1 cm olacak sekilde alinarak saf su ile
temizlemis ve test tiiplerine konularak tizerlerine 20 ml saf su eklenmistir. Hazirlanan
ornekler vakuma tabi tutulmus ve 250 rpm hizindaki ¢alkalayicida oda sicakliginda (24
+ 1 °C) 4 saat boyunca inkiibe edilmislerdir. inkiibasyonun tamamlanmasindan sonra
orneklerin kondaktivitemetre (WTW TetraCon 325 model, InoLab Cond Level 1,
Weilheim, Germany) ile ilk 6l¢timleri yapilmis; otoklavlama isleminden sonra tamamen

6len hiicrelerde ikinci dl¢iimler yapilmistir.

Alman veriler ile hiicresel zararin belirlenmesi i¢in gerekli hesaplamalar Arora

ve ark. (1992)’ye gore yapilmistir % iyon sizintis1 hesaplanmistir (Arora ve ark. 1992).

% Iyon Sizintis1 = Ik Slciim x 100
Son 6l¢lim

Daha sonra, “iyon sizintist oranlari (%)” kullanilarak membranlarda olusan
zararlanma miktarlar1 asagida belirtilen formiile gore kontrol baz alinarak hesaplanip,

“%” olarak ifade edilmistir.

% Zararlanma = % UIS x % KIS x 100
100 - %KIiS

%UIS : Uygulama grubunun iyon sizintist orani (%)

%KIS : Kontrol grubunun iyon sizimtis1 orani (%)
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2.2.3.2. Diisiik sicaklik toleransinin (LTsy) belirlenmesi

Diisiik sicaklik toleransi (LTsp), %50 6liim oranin gerceklestigi sicaklik degerini
(°C) ifade etmektedir. Bu da deneme boyunca her aya ait % zararlanma oranlari

kullanilarak belirlenmistir.

2.2.3.3. Coziinebilir sekerlerin analizleri

Coziinebilir sekerler ekstraksiyondan sonra toplam ¢oziinebilir seker, sukroz ve

glukoz seklinde degerlendirilmeye alinmastir.

2.2.3.3.1. Coziinebilir sekerlerin ekstraksiyonu

Yaprak ve kabuk orneklerinde ¢ozilinebilir sekerlerin ekstraksiyonu, Van Handel
(1968)’in 6nerdigi yontem esas alinarak gerceklestirilmistir. Herbir tekerriir i¢in 100 mg
ornek tartilarak, icerisinde Sml % 80’lik etanol bulunan payreks tiiplere aktarilmis ve
tizerleri aliimiyum folya ile kapatilarak 85°C’lik su banyosuna alinmistir. Boylece
etanoliin buharlagmasi saglanmistir. Su banyosu islemi 4 asamali olarak (1 saat, 30 dk,
15 dk, 15 dk) gergeklestirilmistir. Her asamada tiipler icerisine Sml % 80’lik etanol
ilave edilmis ve boylece bir ornek ekstraksiyonu igin toplam 20ml ethanol
kullanilmistir. Son 15 dakikalik su banyosu isleminden sonra payreks tiiplerin iizerleri
acilarak kalan etanol, 55°C su banyosunda, ¢eker ocak altinda ugurulmaya birakilmistir.
Payreks tiipler icerisinde bulunanan ethanol ugtuktan ve ornekler tamamen kuruduktan
sonra tiiplin taban kisminda bulunan bitki doku kalintilar1 uzaklastirilmistir. Tiiplerin
taban ve c¢eperlerinde kalan tortu tabakasinin (seker) ¢oziindiiriilmesi amaciyla 1ml saf
su ilave edilerek vortex yapilmistir. Bu sekilde ekstrakte edilmis olan 6rnek soliisyonu
1,5 ml’lik ependorf tiipler icerisine alinarak 6l¢iim asamasina kadar -20°C de muhafaza

edilmistir.

Ekstrakte edilmis ve -20°C de muhafaza edilen 6rneklerin analize hazirlanmasi
asamasinda; ornekler ¢coziindiiriildiikten sonra 10 000 g hizda 10 dakika siireyle santrifiij

edildikten sonra 6l¢timler i¢in kullanilmgtir.
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2.2.3.3.2. Toplam ¢oziinebilir seker miktarinin belirlenmesi

Toplam ¢oziinebilir sekerlerin belirlenmesi amaciyla yapilan analizler i¢cin Van
Handel (1968)’in 6nerdigi yontem temel alinarak, bazi degisiklerle zeytin yaprak ve

kabuk Orneklerine adapte edilmistir. Buna gore asagidaki islem gerceklestirilmistir.

Toplam seker miktarinin belirlenmesi i¢in kullanilan soliisyonlar;
e % 0.04 Glukoz
e Anthron soliisyonu (CcHCO.CsH4.CH>)

Anthron soliisyonunu olusturan bilesenler (4°C)

*H,SO,4 1000 mL
eSaf su 333.3 ml
e Anthron 1300 mg

Anthron ¢o6zeltisinin hazirlanmasi asamasinda cam beher igerisine konulan saf
su, 10 dak. buz icerisinde bekletilerek sogumasi saglanmis ve sonra 1L H,SO, yavas
yavag eklenmistir. Gaz ¢ikist bitinceye kadar 10-20 dk karismasi saglandiktan sonra
antron eklenmistir. Daha sonra ¢ozelti 1 saat siireyle karistirildiktan sonra kullanim

agsamasina kadar + 4°C de muhafaza edilmistir.

Toplam seker miktarinin belirlenmesinde standart olarak % 0.04’lik glukoz
¢ozeltisi kullanilmistir. Cizelge 2.1.’de standartlarin ve 6rneklerin hazirlanmasina iliskin
ayrintilar verilmistir. Ornek ve standart ¢dzeltilerin hazirlig1 asamasindan sonra tiiplerin
tizeri alliminyum folyo ile kapatilarak 10 dk boyunca 100°C su banyosunda tutulmustur.
Oda sicakligina gelinceye kadar bekletildikten sonra ‘Beckman UV-DU 530 model’
spektrofotometrede (Beckman Coulter, Inc. Fullerton, Calif) cam kiivet kullanilarak 620
nm dalga boyunda absorbans okumalart yapilmistir. Burada temsili olarak sadece bir
ornek hazirligi verilmis olup tim Orneklerde ayni yontem kullanilmistir. Toplam

¢Oziinebilir seker miktar1 standarlar esas alinarak mg/gTA olarak hesaplamistir.
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Cizelge 2.1. Toplam coziinebilir seker miktarinin belirlenmesinde kullanilan standart ve
ornek hazirhgi (Van Handel 1968).

Standartlar Glukoz dH,O Antron
soliisyonu (ul) (ul) soliisyonu (m)
SO 0 1000 5
S1 100 900 5
S2 200 800 3
S3 300 700 3
S4 400 600 5
Ornek 1 25 975 5

2.2.3.3.3 Glukoz miktarinin belirlenmesi

Glukoz miktarmin belirlenmesi amaciyla yapilan analizler i¢in Miller (1959)’in
onerdigi yontem temel alinmistir ve bu yontem bazi degisikliklerle zeytin yaprak ve

kabuk orneklerine adapte edilmistir.

Glukoz miktarinin belirlenmesi i¢in kullanilan soliisyonlar;
e % 0.04 Glukoz

e Samner Sollisyonu

Samner soliisyonunu olusturan bilesenler (1 L, 1X);

e Potasyum sodyum tartarat (C4HsKNAOg 4H,0) 300 g
e NaOH (2 N) 200 ml
e 3,5 Dinitrosalisilik asit 10g

Samner soliisyonunun hazirlanmasi asamasinda cam beher icerisine konulan 500
ml saf su 1siticili-karistirict yardimiyla hafif isitilip {izerine 300g potasyum sodyum
tartarat eklenmistir. Potasyum sodyum tartarat ¢oziindiikten sonra 200 ml 2N NaOH ve
10g 3,5-dinitrosalisilik asit ilave edilerek soliisyonun ¢ok iyi bir sekilde ¢oziinmesi
saglanmigtir. Daha sonra ¢ozelti saf su ile 1 L’ye tamamlanmis ve kahverengi bir siseye

konularak oda sicakliginda kullanim asamasina kadar muhafaza edilmistir.
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Glukoz miktarmin belirlenmesinde standart olarak % 0.04’lik glukoz
kullanilmistir. Cizelge 2.2.°de standartlarin ve Orneklerin hazirlanmasina iliskin

ayrintilar verilmistir.

Ornek ve standart ¢ozeltileri hazirlandiktan sonra iizerlerine 1 ml samner
coOzeltisi ilave edilirek tiiplerin {lizeri alimunyum folyo ile kapatilmis ve 10 dk siireyle
100°C su banyosunda tutulmustur. Daha sonra standart ve ornekler oda sicakligina
gelinceye kadar bekletilmis ve ‘Beckman UV-DU 530 model’ spektrofotometrede
(Beckman Coulter, Inc. Fullerton, Calif) cam kiivet kullanilarak 550nm dalga boyunda
absorbans okumalar1 yapilmistir. Burada temsili olarak sadece bir ornek hazirlig
verilmis olup tiim orneklerde ayni yontem kullanilmistir. Glukoz miktar1 standartlar

esas alinarak mg/gTA olarak hesaplamistir.

Cizelge 2.2. Glukoz miktarimin belirlenmesinde kullanilan standart ve drnek hazirhg:
(Miller 1959).

Standartlar Glukoz dH,0 Samner
soliisyonu (ul) (ul) soliisyonu (ml)
SO 0 1000 1
S1 100 900 1
S2 200 800 1
S3 300 700 I
S4 400 600 1
Omek 1 25 975 I

2.2.3.3.4. Sukroz miktarinin belirlenmesi

Sukroz igeriginin belirlenmesi amaciyla yapilan analizler i¢in Van Handel
(1968)’in 6nerdigi yontem temel alinmistir ve bu yontem bazi degisiklerle zeytin yaprak
ve kabuk drneklerine adapte edilmistir.

Sukroz miktarinin belirlenmesi i¢in kullanilan soliisyonlar;
* %30 KOH

e Sukroz soliisyonu (%1) (4°C)

e Anthron soliisyonu (CcdHCO.C¢H4.CH>)
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Sukroz igeriginin belirlenmesinde standart olarak %]1°lik sukroz kullanilmistir.

Cizelge 2.3.’da standartlarin ve 6rneklerin hazirlanmasina iliskin ayrintilar verilmistir.

Payreks tiipler igerisine alinan Orneklere %30 KOH ve su eklendikten sonra
tizerleri alliminyum folya ile ortiilmiis ve 10 dakika siireyle 100°C sicakliktaki su
banyosunda tutulmustur. Su banyosundan ¢ikarilan 6rnekler oda sicakligina gelinceye
kadar sogutulmustur. Standartlara ise KOH ekleme ve su banyosu islemi yapilmamaistir.
Orneklere ve standartlara 2.5 ml antron soliisyonu ilave edilip, 1 saat bekletildikten
sonra ‘Beckman UV-DU 530 model’ spektrofotometrede (Beckman Coulter, Inc.
Fullerton, Calif) cam kiivet kullanilarak 620 nm dalga boyunda absorbans okumalari
yapilmistir. Burada temsili olarak sadece bir ornek hazirligi verilmis olup tiim
orneklerde ayni1 yontem kullanilmistir. Sukroz miktar1 standarlar esas alinarak mg/gTA

olarak hesaplamistir.

Cizelge 2.3. Sukroz miktarinin belirlenmesinde kullanilan standart ¢ozelti hazirhg (Van
Handel 1968).

Standardar Su(l:l(;z 7030 KOH d(}ifl()) solﬁ?yrgrrl?ln(ml)

50 0 - 500 2.5

S1 25 ; 475 25

52 >0 . 450 25

83 100 ] 400 25

S4 150 ] 350 25

85 200 ] 300 25
Omek 1 300 150 50 25

2.2.3.4. Askorbat peroksidaz enzim analizi
Askorbat Peroksidaz Enzim Ekstraksiyonu
Askorbat peroksidaz ekstraksiyonu isleminde Moran ve ark. (1994)nin

kullandiklar1 yontem esas alinmig ve bu yontem zeytin yaprak ve kabuk Orneklerine

adapte edilmistir.
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-80 °C’de saklanan 400 mg yaprak ve 200 mg kabuk Ornekleri enzim
ekstraksiyonundan Once sivi azot igerisinde, seramik havan kullanilarak toz haline
gelinceye kadar oOgiitilmiistiir. Bu sekilde toz haline getirilen Ornekler askorbat
peroksidaz ekstraksiyon soliisyonu ile karistirilincaya kadar yine -80°C’de muhafaza

edilmistir.

Askorbat peroksidaz ekstraksiyon soliisyonu i¢in kullanilan bilesenler
*50 mM K-POy Soliisyonu pH 7.8 100 ml
50 mM Askorbik asit stok 2 ml

Her bir oOrnegin {lizerine yukaridaki sekilde hazirlanan ekstraksiyon
sollisyonundan yaprak drnekleri i¢in 4ml, kabuk 6rnekleri i¢in 2 ml ve ¢ok az bir miktar
PVPP ile kuvarz kum eklenerek havanda homojenize edilmistir. Tiim asamalar 4°C’de

gerceklestirilmistir.

Yukaridaki islemden sonra, 6rnekler 15 ml’lik santrifiij tlipiine alinarak 10 000 g
devirde 4 °C’de 15 dakika siireyle santifiij edilmistir. Santrifiij islemi biter bitmez
tiiplerin {ist kismindaki sivi 1.5 ml’lik ephendorf tiipler igerisine alinarak aktivite

belirlenmesinde kullanilmistir.

Askorbat Peroksidaz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Askorbat peroksidaz enzim aktivitesinin belirlenmesinde asagidaki soliisyonlar
kullanilmigtir. Askorbat stok ve hidrojen peroksit ¢ozeltileri analiz sirasinda taze

hazirlanmistir (Nakano ve Asada 1980).

«50 mM Reaksiyon solusyonu K-PO4 pH 7.0
5 mM Askorbat solusyonu
o1 mM H,0; solusyonu

Enzim aktivite 6l¢limleri 290nm absorbanstan kuvarz spektro kiiveti kullanilarak

gerceklestirilmistir. Olgiimler icin kuvarz spektrofotemetre kiiveti kullamlmustir.
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Aktivite ol¢iimleri, 60 saniye siireyle 10 saniye araliklarla gergeklestirilmis ve 10. ve
50. saniyedeki absorbans degerleri kaydedilmistir.
Kor okuma i¢in Ornekler hari¢ reaksiyonda kullanilan tiim ¢ozeltiler asagidaki

sekilde hazirlanmustir.

1900 pl Reaksiyon soliisyonu + 150 pl 1 mM H;O,+ 200 pul 5 mM Askorbat

Orneklerin enzim aktivitesini belirlemek icin reaksiyonda yer alan bilesen

miktarlari ise asagidaki sekildedir.

1850 ul Reak. soliisyonu + 150 ul ImM H,0,+ 200 ul 5 mM Askorbat + 50 pl 6rnek

Askorbat Peroksidaz Enzim Aktivitesi i¢in 6rneklerdeki toplam protein miktari
Bradford (1976)’a goére BSA standart olarak kullanilarak spektrofotometrede
Olciilmiistiir. Protein standardi olarak BSA (Bovine Serum Albumine) 100 mg BSA/100
ml dH,O olacak bi¢imde hazirlanmistir. Cizelge 2.4. ve 2.5.°de Orneklerin ve
standartlarin hazirlanmasina iligkin ayrintilar verilmistir. Bu yontem ig¢in gelistirilmis

Excel programi kullanilarak sonuglar hesaplanmustir.

Cizelge 2.4. Toplam protein miktarininin belirlenmesi icin standartlarin hazirlanmasi

Standartlar Konsantrasyon BSA Standart | dH,O (ul) Protein Boya
pg/ul (ul Solusyonu
(ml)

STD 0 0 0 100 2

STD 10 10 10 90 2

STD 20 20 20 80 2

STD 40 40 40 60 2

STD 60 60 60 40 2
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Cizelge 2.5. Toplam protein miktarinin belirlenmesi icin é6rnek hazirhg
Ornekler dH,O Protein Boya Solusyonu
(uh) (uh) (ml)
100 100 1

Askorbat Peroksidaz Enzim Aktivitesi Hesaplamasi

Askorbat peroksidaz enzim aktivitesinin hesaplanmasinda enzim aktivite degeri

belirlenmis ve toplam protein miktart ile oranlanarak pmol/mg protein olarak ifade

edilmistir. Enzim aktivite miktariin hesaplamasinda sp
sirasinda belirlenen aktivite degerlerinde Oncelikle aktivite

belirlenmistir.

Aktivite = (2. OD — 1. OD)
1 dakika

1. OD : 10. sn absorbans
2. OD : 50. sn absorbans

ektrofotometre okumalari

ve net aktivite degerleri

Net Aktivite Degeri = Aktivite- kor okuma (blank)

Bu sekilde belirlenmis olan net aktivite degerleri kullanilarak enzim aktivite

degeri asagidaki formiile gore hesaplanmustir.

AD (umol/gTA) = [(NA x SD x (SF/OM)]
1000

AD  : Aktivite degeri (umol/gTA)
NA  : Net aktivite Degeri

SD : Standart deger (803.25)

SF  : Ornek seyretme faktorii
OM  : Ornek miktari (mg)
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Bu formiile gore hesaplanan aktivite degerleri, toplam protein miktarlar1 ile

oranlanarak belirlenmistir.

Ask.Perok. Enzim Akt. (umol/mg protein) = AD (umol/gTA)
TPM (mg protein/gTA)

APRX : Ask.Perok. Enzim Akt. (umol/mg protein)
AD  : Aktivite degeri (umol/gTA)
TPM : Toplam protein miktar1 (mg protein/gTA)

2.2.3.5. Katalaz enzim analizi

Katalaz Enzimi Ekstraksiyonu

Katalaz ekstraksiyonu isleminde Moran ve ark. (1994)’nin kullandiklar1 yontem

esas alinmistir ve bu yontem zeytin yaprak ve kabuk 6rneklerine adapte edilmistir.

-80 °C’de saklanan orneklerden her bir tekeriiriir i¢in 500 mg yaprak ve 200mg
kabuk sivi azot icerisinde, seramik havan kullanilarak toz haline gelinceye kadar
ogiitiilmiistiir. Bu sekilde toz haline getirilen Ornekler katalaz enzimi soliisyonu ile

karistirilincaya kadar yine -80°C’de muhafaza edilmistir.

Katalaz enzimi ekstraksiyon soliisyonu i¢in kullanilan bilesenler
¢0.1 M K-POj4 Soliisyonu pH 7.0 100 ml
«0.1 M EDTA 200pl

o Triton 200pl

Her bir Ornegin {izerine yukaridaki sekilde hazirlanan ekstraksiyon
sollisyonundan yaprak orneklerine 5 ml, kabuk 6rneklerine 2 ml ve ¢ok az bir miktar
PVPP ile kuvarz kum eklenerek havanda homojenize edilmistir. Tiim asamalar 4°C’de

gerceklestirilmistir.
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Yukaridaki islemden sonra, karigim 15 ml’lik santrifiij tiipline alinarak 760 g
devirde 4°C’de 10 dakika siireyle santifiij edilmistir. Santrifiij islemi biter bitmez
tiplerin list kismindaki sivi 1.5 ml’lik ephendorf tiipler icerisine alinarak aktivite

belirlenmesinde kullanilmistir. Dipte kalan tortu kisim ise atilmustir.
Katalaz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Katalaz enzim aktivitesinin belirlenmesinde asagidaki soliisyonlar kullanilmistir.

Hidrojen peroksit ¢ozeltisi aktivite 6l¢iimleri sirasinda taze hazirlanmistir.

(.1 Ekstraksiyon soliisyonu K-PO4 pH 7.0
¢ 150 mM H,O; soliisyonu

Enzim aktivite Olglimleri 260nm absorbans degerleri kullanilarak
gerceklestirlmistir.  Olglimler icin kuvarz spektrofotemetre kiiveti kullanilmustir.
Aktivite ol¢iimleri, 60 saniye siireyle 10 saniye araliklarla gergeklestirilmis ve 10. ve

50. saniyedeki absorbans degerleri kaydedilmistir.

Kor okuma i¢in Ornekler hari¢ reaksiyonda kullanilan tiim ¢ozeltiler asagidaki

sekilde hazirlanmustir.

1900 pl Reaksiyon soliisyonu + 750 pl 150 mM H,0,+ 0 ul Ornek

Orneklerin enzim aktivitesini belirlemek igin reaksiyonda yer alan bilesen

miktarlar1 ise agsagidaki sekildedir.

1800 ul Reak. soliisyonu + 750 ul I1mM H,0,+ 100 pl 6rnek

Katalaz enzim aktivitesi icin Orneklerdeki toplam protein miktarinin

belirlenmesi Askorbat peroksidaz enzim analizinde belirtildigi sekilde yapilmistir.
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Katalaz Enzim Aktivitesi Hesaplamasi

Katalaz enzim aktivitesinin hesaplanmasinda enzimin aktivite degeri belirlenmis
ve toplam protein miktart ile oranlanarak pmol/mg protein olarak ifade edilmistir.
Enzim aktivite miktarinin hesaplamasinda spektrofotometre okumalar1 sirasinda

belirlenen aktivite degerlerinde dncelikle aktivite ve net aktivite degerleri belirlenmistir.

Aktivite = (2. OD — 1. OD)
1 dakika

1. OD : 10. sn absorbans
2. 0D : 50. sn absorbans

Net Aktivite Degeri = Aktivite- kor okuma (blank)

Bu sekilde belirlenmis olan net aktivite degerleri kullanilarak enzim aktivite

degeri asagidaki formiile gore hesaplanmugtir.

AD (umol/gTA) =[(NA x SD x (SF/OM)]
1000

AD : Aktivite degeri (umol/gTA)
NA : Net aktivite Degeri

SD : Standart deger (39.40)

SF : Ornek seyretme faktorii
OM : Ornek miktar1 (mg)

Bu formiile gore hesaplanan aktivite degerleri, toplam protein miktarlar1 ile

oranlanarak belirlenmistir.
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Katalaz Enzim Aktivitesi (umol/mg protein) = AD umol/gTA)
TPM (mg protein/gTA)

KA : Katalaz Enzim Aktivitesi (umol/mg protein)
AD : Aktivite degeri (pmol/gTA)
TPM : Toplam protein miktar1 (mg protein/gTA)

2.2.3.6. Toplam coziinebilir protein analizi

Toplam Coziinebilir Protein Ekstraksiyonu

Toplam ¢d6ziinebilir protein ekstraksiyonu i¢in Giilen (2000)’in uyguladigi
yontem esas alinarak zeytin yaprak ve kabuk drneklerine adapte edilmistir. Bunun i¢in,
-80 °C’de muhafaza edilen yaprak ve kabuk Orneklerinden 1g tartilarak sivi azot
icerisinde, seramik havan kullanilarak toz haline gelinceye kadar ogiitiilmiistiir.
Ogiitiilmiis 6rnekler toplam protein ekstraksiyon asamasina kadar -80°C’de muhafaza

edilmistir.

Ekstraksiyonun tiim asamalar1 4°C’de gergeklestirilmistir. Ekstraksiyon

sollisyonunu olusturan bilesenler asagida verilmistir.
Toplam protein ekstraksiyon soliisyonu (Borate Buffer) olusturan bilesenler;

¢ 50 mM sodyum tetra borate
¢ 50 mM askorbik asit

¢ %1 B-mercaptoethanol

e ImM PMSF

e pH 9.0

Soliisyonun hazirlanmasinda 50 mM sodyum tetra borate ile 50 mM askorbik

asit karistirilarak temel soliisyon hazirlanmistir. Kullanimdan hemen oOnce ise [-
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mercaptoethanol ve PMSF, kullanilacak miktarlardaki soliisyon igerisine belirlenen

miktarlarda eklenerek taze soliisyon hazirlanmustir.

Ayrt bir kapta ise PVPP (polyvinylpolyprolydon) soliisyonu hazirlig
yapilmistir. Bu amagla her bir 6rnek i¢in 0.44 g PVPP tartilmis ve buna 3.52 ml borate

soliisyonu eklenerek iyice karistirilmis ve yari kat1 bir hal almasi saglanmustir.

Toplam ¢oziinebilir protein ekstraksiyonu icin bitki dokusu: ekst. soliisyonu:
PVPP soliisyonu, 1:5:2 oraninda (1 g: 5 ml: 2 g) 36ml’lik santrifiij tiiptine konularak

4 °C’de tiip ¢alkalayiciya yerlestirerek 15 dak siire ile iyice karigsmasi saglanmistir.

Daha sonra ornekler 26 000 g devirde 4°C’de 1.5 saat siireyle santrifijj
edilmistir. Santriflij islemi sonunda istteki sivi kisim filtre edilerek (0.22 pm) alinmus,

dipte kalan tortu kisim ise atilmistir.

Ekstrakte Edilen Toplam Coziinebilir Protein Miktarinin Belirlenmesi

Toplam ¢o6ziinebilir protein miktarinin belirlenmesinde Giilen (2000) tarafindan

belirtilen “Bradford Protein Assay” yontemi kullanilmistir.

Protein standardi olarak kullanilan 5 mg/ml BSA (Bovine Serum Albumine),
ekstraksiyon soliisyonu (PMSF hari¢ tutulmustur) icerisinde ¢dziindiiriilerek
hazirlanmistir. Renk degisimi igin ise, boya maddesi olarak “Protein Assay Dye” (Bio-
Rad, 500-0006) tiim Orneklere ve standartlara eklenmistir. Spektrofotometredeki (‘UV-
DU 530 model” Beckman Coulter, Inc., Fullerton, Calif) absorbans okumalar1 6rnek ve
standartlara boya maddesi eklendikten sonra hizli bir sekilde 595 nm dalga boyunda
gergeklestirilmistir.  Cizelge 2.6’da  Orneklerin  ve standartlarin  hazirlanmasi
Ozetlenmistir. Burada temsili olarak sadece bir 6rnek hazirligi verilmis olup tiim
orneklerde ayn1 yontem kullanilmistir. Toplam protein miktar1 standartlar esas alinarak

mg/gTA olarak hesaplamistir.
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Cizelge 2.6. Ekstrakte edilen toplam c¢oziinebilir protein miktarinin ‘Bradford Assay’
yontemine gore belirlenmesi icin standart ve 6rneklerin hazirlanmasi (Giilen

2000).
Ornek ve Konsantrasyon| BSA | Ekstraksiyon | HCI dH,O | Protein Boya
Standartlar ug Standart | Soliisyonu (ul) (ub) Solusyon1
(u (uh) (ml)
A 0 0 10 10 80 3.5
B 10 2 8 10 80 35
C 20 4 6 10 80 35
D 30 6 4 10 80 3.5
E 40 8 2 10 80 35
F 50 10 0 10 80 35
Omek 1 10 - - 10 80 35
20 - - 10 70 35

Orneklerin SDS-PAGE I¢in Hazirlanmast

Ekstraksiyon sonucu elde edilen toplam protein soliisyonundaki proteinin
¢okeltilmesi i¢in Gililen (2000)’nin 6nerdigi sekilde bir dizi yikama ve santrifiij islemi
yapilmistir. Ilk olarak bu soliisyondan mikro santrifiij tiipler igirisine 1ml almarak
tizerine %10 TCA (Thricloro acetic asit) eklenmis ve iyice vortexlenerek 30 dakika
stiresince buz igerisinde inkiibasyona birakilmigtir. Bdylece proteinleri ¢okelmesi
saglanmistir. Inkiibasyon isleminden sonra ornekler, 4°C’de 16 000 rpm devirde 30
dakika siireyle santrifiij edildikten sonra tiipdeki sivi kisim atilarak dipteki protein
¢Okeltisi -20°C’de sogutulmus aseton ile 3 kez yikanmgtir. Her yikamadan sonra 4°C de
30 dakika siireyle 16 000 rpm devirde santrifiij edilmistir. En son aseton yikamasindan
sonra ucu kapatilmig bir mikro pipet yardimi ile protein c¢okeltisi fiziksel olarak
parcalanmistir. Son olarak protein ¢okeltisinin kurumasi ve asetonun buharlagmasi icin
tiiplerin agz1 agilarak oda sicakliginda yaklasik 12 saat bekletilmistir. Elde edilen kuru
protein ¢okeltisi, SDS-PAGE de kullanilmak iizere 6rnek yiikleme soliisyonu igerisinde
coziilerek hazirlanmigtir. Bu amagla asagida bilesimi verilen Laemmli (1970) soliisyonu

(SDS-PAGE i¢in 6rnek yiikleme soliisyonu) kullanilmistir.
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Ornek yiikleme soliisyonu bilesenleri
¢ 65 mM Tris

¢ %10 Glycerol

¢ %2 SDS

e pH: 6.8

® %S5 B-mercaptoethanol

¢ Boya maddesi (Bromphenol Blue)

Tris, Glycerol, SDS’den olusan ve 4°C’de muhafaza edilen soliisyondan,
kullanimdan hemen oOnce her bir 6rnek i¢in 100ul alinmis ve igerisine %5 J-
mercaptoethanol eklendikten sonra iyice karistirtlmistir. Bu karisima renk maddesi
olarak eser miktarda ‘“Bromphenol Blue” eklenmis ve karistirilmistir. Bu karisimdan her
bir ornek (kuru protein ¢dkeltisi) iizerine 100ul konulmustur. Ornek tiipleri tiip
tastyicisina yerlestirilerek kaynar suda 5 dakika bekletildikten sonra vorteks ile iyice
karigtilmistir. Son olarak da 16 000g devirde ve oda sicakliginda 30 sn santrifiij edilmis
ve kaset icerisindeki hazirlanmis jel kuyucuklari igerisine, her bir 6rnek icin 30ug

protein olacak sekilde bir mikropipet yardimiyla dikkatlice konulmustur.

SDS-PAGE I¢in Jel Hazirlanmast

SDS-PAGE (Sodyum dodesil siilfat- Poliakrilamid jel elektroforez)
hazirlanmasinda Mini Protean III dikey elektroforez sistemi (Bio-Rad) kullanilmistir.
SDS-PAGE %12.5 ayirma jeli ile %4 ornek yiikleme jelinden olugmaktadir. Jel kaseti
hazirlanirken jelin kalinlig1 0.75 mm’lik olacak sekilde ayarlanmustir.

%12.5 ayirma jeli hazirlanmasinda kullanilan bilesenler

o1 M Tris-HCI stok soliisyonu pH 8.8 4400 pl

*%36 Acrylamide/Bis (29:1) 4200 pl
eSaf su 2000 pl
*%]1 SDS stok soliisyonu 1200 pl
*%3 Amonyum persiilfat 200 pl

+TEMED 8 ul
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Yukarida verilen kimyasallar sirasiyla karistirildiktan hemen sonra mikro pipet
yardimiyla bu karisimdan 3.5 ml jel kaseti icerisine dokiilmiistiir. Jelin {izerine 200 pl

saf su eklenerek 45 dakika-1 saat siire ile polimerizasyona birakilmistir.

% 4 ornek yiikleme jeli hazirlanmasi i¢in kullanilan bilesenler

eSaf su 3325 ul
o1 M Tris stok soliisyonu pH 6.8 620 pl
*%36 Acrylamide/Bis (29:1) 500 ul
*%3 Amonyum persiilfat 50 ul
«TEMED 8 ul

Polimerize olmus ayirma jeli iizerindeki saf su pecete ile alindiktan sonra
taraklar takilarak yukaridaki sekilde haziranan % 4 6rnek yiikleme jeli, ayirma jeli
tizerine eklenmistir. Polimerizasyon i¢in 45 dakika—1 saat siire beklenmis daha sonra jel

elektroforez islemi i¢in tank icerisine yerlestirilmistir.
Elektroforez

SDS-PAGE’de elektroforez soliisyonu olarak asagida bilesimi verilen Tris-

Glisin-SDS soliisyonu kullanilmustir.

Elektroforez soliisyonu hazirlamak i¢in kullanilan bilesenler (11, 10X)
250 mM Tris Soliisyonu 30 g
1.92 Glycine 144 ¢
%0.5 SDS 5¢g

Verilen siraya gore saf su igerisinde eritilerek iyice karistirllmis ve oda
sicakliginda muhafaza edilmistir. Kullanim sirasinda ise 40 ml stok soliisyon alinarak
400 ml’ye saf su ile tamamlanmistir. Bu soliisyon elektroforez tanki igerisine
yerlestirilmis jellerin {izerini &rtecek sekilde bosaltilmistir. Orneklerin jel igerisindeki

kuyucuklara enjekte edilmesi bu asamada yapilmustir.
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Thermo EC 1000-90 giic kaynagi kullanilan elektroforez islemi sirasinda jele
stirekli olarak 250 V ve 40 mAmp’lik bir elektrik akimi1 uygulanmis ve orneklerin jelin

sonuna kadar ilerlemesi saglanmistir (~1,5 saat).
Jelin Boyanmasi

Jel tizerindeki toplam protein bantlar1 “Coomassie Brillant Blue G-250”

sistemine gore boyanmuistir.

Elektroforezin tamamlanmasiyla jel kasetten c¢ikartilmis ve ilk olarak oda
sicakliginda %12’lik TCA igerisine konarak 2 saat siireyle sabit ve yavas hizdaki bir
calkalayicinin iizerinde birakilmigtir. Bu siirenin sonunda jel iizerindeki proteinlerin
fiske edilmesi saglanmistir. Jel iizerindeki TCA kalintilarin1 uzaklagtirmasi igin jel 3
defa saf su ile yitkanmistir. Bunu takiben jel metanolda seyreltilmis comassie blue G—
250 (comassie blue G-250:metanol; 4:1) soliisyonuna alinmustir. Jellerin boyanmasi igin
diisik hizda calisan calkalayici iizerinde gece boyunca boyama islemi devam
ettirilmistir. Bu islem sonunda jel {lizerinde bulunan protein bantlarinin koyu mavi
olarak boyandig1 goriilmiistiir. Boya isleminden sonra jel iizerindeki fazla boyanin
alimmasi igin % 25°lik metanol icerisinde ¢alkalayici iizerinde ~5 dakika bekletildikten
sonra 3 defa saf su ile yikanmistir. Bu asamadan sonra protein bantlarin florasan 1sik
altinda goriintiisii alinmis ve jel’in daha sonraki donemde incelenebilmesi amaciyla 4

°C’de saf su i¢erisinde muhafaza edilmistir.
Protein Bantlarinin Molekiil Agwrliklarinin Belirlenmesi

Orneklerin elektroforezi sirasinda SDS-PAGE molekiiler agirlik standard:
kullanilmistir (Bio-Rad, SDS-PAGE low molecular weight standard). Boylece molekiil
agirliklar1 bilinen bantlar temel alinip, jel boyu o6l¢iilerek, bu bantlarin jel iizerinde
baslangi¢ noktasina uzakliklar1 belirlendikten sonra asagidaki formiile gore Rf degerleri

hesaplanmuistir.
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BU : Protein bandinin jelin baslangi¢ noktasina olan uzakligi

JB :Jel boyu (isaret boyasinin ilerleme mesafesi)

Elde edilen protein standartlarinin Rf degerleri ile bir protein egrisi elde edilmis
ve buna gore ilgili bantlarin molekiil agirliklar excel programindan logaritma hesaplari

yardimiyla saptanmistir.

2.2.3.7. Western blot analizi

Spesifik dehidrin proteinlerinin belirlenebilmesi amaciyla Arora ve Wisnieswki
(1994)’nin onerdigi sekilde western blot analizleri yapilmistir. Bu analiz i¢in Ocak ve
Temmuz aylarina ait ornekler (her iki yil ornekleri bulk yapilmistir) kullanilmistir.
Analizler Massachusetts Institute of Technology’de (Cambridge, Massachusetts, U.S.A)

Dr. Richard J. Wurtman’in labaratuvarinda gergeklestirilmistir.

SDS-PAGE ve Elektroforez

SDS-PAGE ve elektroforez islemleri “Toplam ¢06ziinebilir protein analizi”
boliimiinde anlatildign sekilde gerceklestirilmistir. Ornek yiikleme asamasinda her

kuyucuk i¢in 15 pg 6rnek yliklenmisgtir.

Membranin Hazirlanmasi

Transfer basamagi icin polivinil diflorid (PVDF) membranlar (Immobilon-P,
Millipore, Billerica, MA, USA) 15 dk. metanol igerisinde bekletilerek aktive edilmistir.

Takiben membranlar Blokaj soliisyonu ile yitkanmigtir. Blokaj soliisyonu olarak TBST

soliisyonu kullanilmustir.

TBST soliisyonu bilesenleri (1L, 10X);

e Tris Baz (100 mM) 12.14 g
e NaCl(1.5M) 87.7¢g
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e Tween 20 (%0.5) S5ml

Soliisyonun hazirlanmasi i¢in yukarida verilen siraya gore saf su igerisinde
eritilerek iyice karigtirllmig ve 4 °C muhafaza edilmistir. Kullanim sirasinda ise stok

sollisyonundan alinarak 1X olarak kullanilmigtir.

Transfer

Elektroforezi takiben jeller kasetlerinden ¢ikarilmig ve proteinlerin yiiriidiigii
ylizlerinin {izerlerine polivinil diflorid (PVDF) membranlar (Immobilon-P, Millipore,
Billerica, MA, USA) yeni kasetlere sandavi¢ sistemi ile yerlestirilmistir. Sandavig
sistemini hazirlamak i¢in siinger ve filtre kagitlar1 1X blokaj soliisyonu ile dnceden
islatilmigtir. Takiben silinger-filtrekagidi-jel-membran-filtre kagidi-slinger olacak sekilde
ve aralarinda hava boslugu kalmamasina dikkat ederek “sandavi¢ sistemi” hazirlanarak
kasetlere yerlestirilmistir ve ardindan elektroforez tankina konulmustur. Bu sekilde
jellerdeki proteinlerin PVDF membranlara transfer edilmesi amaglanmustir. Elektroforez

tank1 igerisine kasetlerin iizerini Ortecek sekilde 1X transfer soliisyonu bosaltilmistir.

Transfer Soliisyonu bilesenleri (1L, 10X)
e Tris Baz (250 mM) 303 ¢
e (Glisin (1.92 M) 144.1 ¢

Kullanim sirasinda ise 40 ml stok soliisyon alinarak 400 ml’ye saf su ile
tamamlanmistir. Transfer basamaginda elektroforez cihazinin gii¢ kaynaginin voltaji

200 milivolt’a, akimi1 ise 475’e ayarlanmistir ve bu basamak 1 saat stirmiistiir.

Blokaj

Transfer basamaginin bitiminde PVDF membranlar TBST soliisyonunda ¢6ziilen

%3’k jelatin icinde 30 dakika kadar inkiibasyona birakilmistir. Bu islemin amaci

membran lizerinde dehidrin antikorunun proteinler haricinde baglanabilecegi spesifik
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olmayan baglanma bolgelerini bloke etmektir. Bu siirenin sonunda membranlar yogun
jelatin kalintilarinin uzaklastirllmas1 amaciyla TBST soliisyonunda c¢oziilen %1 lik

jelatin ile 5 kez yikanmustir.

Birinci antikor uygulamasi

Blokaj isleminin sonra membranlar TBST soliisyonunda ¢oziilen tavsan
dokularinda {iretilmis birincil antikor olan anti-dehidrin (1/1000) (Kaliforniya
liniversitesi 6gretim tliyesi Dr. T. J. Close’dan tedarik edilmistir) icerisinde +4°C’de 1
gece sliresince inkiibasyona birakilmistir. Bu siire sonunda membranlar birincil antikor
kalintilarinin uzaklastirilmasi amaciyla TBST soliisyonunda ¢oziilen %1°lik jelatin ile 5

kez yikanmigtir.

Ikinci antikor uygulamast

Birinci antikor uygulamasinin sonra membranlar TBST sollisyonunda ¢dziilen
(1/5000) tavsan proteinlerine kars1 gelistirilmis peroksidaz-bagimli ikinci antikor (GE
Healthcare, Piscataway, NJ, USA) ile 1 saat boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun
bitiminde membranlar tekrar TBST sollisyonunda ¢oziilen %1°lik jelatin ile 5 kez

yikanmustir.

Bantlarin Goriintiilemesi

Her iki antikor uygulamasinin ardindan membranlarda imminoreaktif bantlarin
goriintiilenmesi amaciyla ELC (Enhanced Chemiluminescence System) sistemi
kullanilmistir. Bu sistem i¢in gelistirilmis kitte (GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA
bulunan) bulunan ve protein-antikor komplekslerinin kemiluminesans vermesini
saglayan soliisyonlarda 1 dakika siire ile inkiibe edilmis ve ardindan film kasetlerine
aktarilmigtir. Takiben karanlik oda kosullarinda {izerlerine fotograf filmleri
yerlestirilmistir (Kodak X-AR). Bu sekilde membranlar {izerindeki protein bantlari

fotograf filmlerine aktarilmistir.
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Bantlarin densitometrik analizi

Filmler lizerindeki ortaya ¢ikan immunoreaktif bant goriintiileri bir tarayici
(UMAX Technologies, Freemont, CA, USA) yardimiyla dijital ortama aktarilmigtir.
Bantlarin densitometrik analizleri ise Amerikan Saglik Enstitiisii’'niin yayinladigi

“Image J” adl1 program (http://rsb.info.NIH.gov/nih-image/) yardimiyla yapilmistir.

2.2.4. istatistiksel analizler

Deneme “Tesadiif Parselleri” deneme desenine gore 3 tekeriirlii olarak
ylriitiilmistiir. Arastirmadan elde edilen tiim sonuglar “SPSS 1.3 for Windows” paket
programi kullanilarak degerlendirilmigtir. Uygulama ortalamalarinin  farkliliklari,

“Duncan” testi ile ortaya konulmustur.


http://rsb.info.nih.gov/nih-image/
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3. ARASTIRMA SONUCLARI

3.1. Hiicresel Membran Zararinin Belirlenmesi

3.1.1. Yapraklarda hiicresel membran zararinin belirlenmesi

“Gemlik” zeytin ¢esidi’nin yaprak Orneklerinde yillara, sicakliklara ve aylara

gore zararlanma oranlariin degigimi Sekil 3.1 ve Cizelge 3.1°de goriilmektedir.

Uygulama Sicalkdldar
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Sekil 3.1. “Gemlik” zeytin ¢esidinde yapraklarda yillara, sicakliklara ve aylara gore
zararlanma oranlari. Dikey barlar tekerriirlerin = SS’larim gostermektedir.
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Yillar itibariyle genel olarak, 4°C diisiik sicaklik uygulamasinda yapraklarda bir
uyum s6z konusu iken bazi aylarda istatiski agidan farkliliklar bulunmustur. Buna gore;
Mayis ayindan Ekim ayina kadar asag1 yukar1 ayni oranda zararlanma goriiliirken, Ekim
ayindan itibaren azalma egilimi oldugu tespit edilmistir. En diisik membran
zararlanmasi ikinci yi1lda Ocak ayinda (%1.83) ve her iki yilda Subat ayinda (%1.25 ve
%3.52) belirlenmistir. Mart ve Nisan aylarinda ise zararlanma oranlarinda tekrar artig
goriilmiistiir. Mayis, Kasim ve Ocak aylarindaki farkliliklar istatiski agidan Onemli

bulunmustur.

Yillar itibariyle, -5°C uygulamasinda zararlanma oranlarinda bir uyum soz
konusudur. Buna gore; zararlanma oranlar1 Ekim aymna kadar genel olarak ayni
seviyelerde devam ederken, Ekim ayindan itibaren dogrusal olarak azalmistir. En diisiik
zararlanma oranlar1 birinci yilda %13.23 ile Ocak ayi; ikinci yilda ise %10.77 ile Subat
ay1r’inda tespit edilmistir. Her iki deneme yilinda da zararlanma oranlar agisindan Mart
ve Nisan aylarinda belirgin bir artis dikkati ¢cekmektedir. Yillar arasinda Mayis ve Ekim

aylarindaki farklilik istatistiki agidan 6nemli goriilmiistiir.

Yillar itibariyle -10°C uygulamasinda zararlanma oranlarinda artis ve azalis
egilimleri farkli olmustur. Buna gére; zararlanma oranlar1 Haziran ayinda May1s ayina
gore belirgin olarak ylikselmistir. Bu zararlanma seviyesi Eyliil ayma kadar birinci
deneme yilinda asagi yukari ayni kalmistir. Ekim ayindan itibaren azalig egilimi
baslayarak Subat ayma kadar devam etmistir. Ikinci deneme yilinda ise, Temmuz
ayindaki bir azalistan sonra Agustos ayinda tekrar artarak Haziran ayi seviyesine
ulagmistir. Eyliil ayindan itibaren ise, Subat ayina kadar bir azalis egilimi belirlenmis,
ozellikle de Subat ayindaki keskin azalis dikkat g¢ekici bulunmustur. Bu uygulama
itibariyle en yiiksek zararlanma orani birinci yilda Eyliil ayinda (%76.33), ikinci yilda
Agustos ayinda (%77.83); en diisiik zararlanma oranlar1 ise birinci yilda Ocak ayinda
(%39.53), ikinci yilda Subat ayinda (%22.16) tespit edilmistir. Her iki deneme yilinda
da Mart ve Nisan aylarinda hava sicakliklarinin artmasina parelel olarak (Sekil 2.2)

zararlanma oranlarinda tekrar artig goriilmistiir.
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Her iki deneme yili sonuglar1i degerlendirildiginde, -20°C diisiik sicaklik
uygulamasinda yillar arasinda genel olarak bir uyum s6z konusu iken Eyliil ve Subat
aylarinda istatistiki acidan farkliliklar tespit edilmistir. Buna gore, yapraklarda membran
zararlanmas1 her iki deneme yilinda da Haziran ve Temmuz aylarinda belirgin olarak
artmis (%87.54 - %95.95) Agustos ayindan itibaren Ocak, Subat aylarina kadar dogrusal
bir azalis gostererek en diisiik degerlerine (birinci deneme yilinda Ocak ayinda %57.63;
ikinci deneme yilinda Subat ayinda %53.29) ulasmustir. Mart ve Nisan aylarinda ise,
yapraklarda diger diisiik sicaklik uygulamalarinda oldugu gibi zararlanma oranlari
acisindan belirgin bir artis goriilmiistiir. Bu uygulama sicakliginda zararlanma oranlari

tiim aylarda %50 nin altina diismemistir.

“Gemlik” zeytin ¢esidinde yapraklarda yillarin, diislik sicaklik uygulamalarinin
ve aylarin zararlanma oranlarma etkileri Cizelge 3.1’de goriilmektedir. Cizelge
incelendiginde; yillarin, diisiik sicaklik uygulamalarinin ve aylarin zararlanma
oranlarina etkileri istatistiki acidan 6nemli bulunmustur. Uygulama sicakliklar1 diistiikce
yapraklarda zararlanma diizeyinin artig1 goriilmektedir. Buna gore, en yiiksek
zararlanma orani -20°C’de (% 72.20) belirlenirken, en diisiik zararlanma orani ise olarak
4 °C’de (% 9.84) tespit edilmistir. Aylar itibariyle ise yapraklarda zararlanmanin genel
olarak yaz aylarinda kis aylarina gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Buna gére en
yiiksek zararlanma oranlar1 Haziran ve Temmuz aylarinda sirastyla % 52.89 ve %51.27,
en diisiik zararlanma oranlart Ocak ve Subat aylarinda sirasiyla %29.06 ve %27.56
olarak hesaplanmistir. Dolayisiyla, zararlanma orani {izerine aylarin, 6nemli bir etkiye
sahip oldugu belirlenmistir. Y1l, sicaklik ve aylar arasindaki tiim interaksiyonlar dnemli

bulunmustur (Ek-1).

3.1.2. Kabuklarda hiicresel membran zararinin belirlenmesi

“Gemlik” zeytin c¢esidi’nde kabuklarda yillara, sicakliklara ve aylara gore

zararlanma oranlarinin degisimi Sekil 3.2 ve Cizelge 3.1°de goriilmektedir.
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Cizelge 3.1.”Gemlik” zeytin cesidinde yapraklarda ve kabuklarda yillara, sicakhiklara ve
aylara gore zararlanma oranlan

Zararlanma Oram (%)

Degiskenler Yaprak Kabuk
Yil
1. Y1l 42 .89 36.10°
2. Y1l 40.11° 31.48°
Uygulamalar
4°C 9.844 8.03¢
-5°C 25.65° 17.98°
-10°C 60.81° 51.56°
-20°C 72.20° 61.88°
Aylar
Mayis 43.49° 42.38"
Haziran 52.89° 36.94°
Temmuz 51.27% 42.08*
Agustos 50.34% 43.06°
Eyliil 48.16° 35.07°
Ekim 43.62¢ 24.55°
Kasim 36.13f 32.24¢
Aralik 33.568 27.13¢
Ocak 29.06" 25.61%
Subat 27.56" 23.00"
Mart 38.72° 36.36°
Nisan 40.01° 35.99°
ANOVA
Yil x Ay " "
Y1l x Sicaklik : :
Ay x Sicaklik : :

Y1l x Sicaklik x Ay

“ Aym siitiin ve degiskenlerde farkli harflerle ifade edilen ortalamalar arasmda %5 diizeyinde farklilik
vardir (Duncan).
OD, ™ %S5 diizeyinde sirastyla 6nemli degil ve 6nemli.

Yillar arasinda genel olarak 4°C’de bir uyum s6z konusu iken Haziran, Eyliil ve
Aralik aylarinda istatistiki agidan farkliliklar tespit edilmistir. Buna gére, membranlarda
gerek yillara ve gerekse aylara gore zararlanma orani genel olarak diisiik (%12 ve
altinda) bulunmustur. Ote yandan bahar ve yaz aylarinda zararlanma asag1 yukari ayni
seviyelerde iken kis aylarina dogru (Kasim ayindan itibaren) keskin bir bigimde
azalarak her iki deneme yilinda da Subat ay1 (%1.67 ve %0.63) itibariyle en diisiik

seviyelere ulagmustir.
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Sekil 3.2. “Gemlik” zeytin cesidinde kabuklarda yillara, sicakliklara ve aylara gore
zararlanma oranlari. Dikey barlar tekerriirlerin £+ SS’larin1 gostermektedir.

Genel olarak, -5°C diisiik sicaklik uygulamasinda kabuklarda yillar arasinda
uyum s6z konusudur. Ancak bazi aylarda farkililiklar goriilmiistiir. Buna goére; birinci
deneme yilinda en yiiksek zararlanma orani1 %32.77 ile Agustos ayinda saptanirken bu
aydan sonra zararlanma kademeli olarak azalmistir. Ikinci deneme yilinda ise, en
yiiksek zararlanma Mayis ayinda (%26.05) belirlenmis; Haziran ve Temmuz aylarinda
ise, ayni oranlarda zararlanma tespit edilmistir. Agustos ayindan itibaren zararlanma
oran1 azalma egilimine girerek Subat ayinda en diisiik seviyesine (%6.79) ulasmistir.
Her iki deneme yilinda da Mart ve Nisan aylarinda zararlanma seviyesinde tekrar artig

belirlenmistir.

Sekil 3.2°den de anlasilacagi gibi, -10°C’de iki deneme yil1 arasinda zararlanma

oranlari bakimindan farkliliklar bulunmakla beraber, temel olarak aylara gore
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zararlanma oranlarmin degisiminde bir paralellik oldugu dikkati ¢ekmektedir. Buna
gore; birinci deneme yilinda Haziran aymnda zararlanma oranmi azalmis; Temmuz,
Agustos aylarinda tekrar artarak en yiiksek seviyelere (%67.15) ulasmustir. Eyliil ve
Ekim aymdan sonra ise, zararlanma orani azalma egilimine girerek Ocak ve Subat
aylarinda en diisiik zararlanma orani (%41.98- %41.44) belirlenmistir. Mart ayindan
itibaren zararlanma tekrar artarak Nisan aymda %57.76 olarak saptanmustir. Ikinci
deneme yilinda, Mayis ve Haziran aylar1 ayni seviyelerde kalmis, Temmuz ayindaki
(%65.17) yiikselme ile birlikte zararlanma en yliksek seviyeye ulagmistir. Bu ay1
takiben Agustos ve Eyliil aylarinda ayni seviyede seyretmistir. Ozellikle Ekim ayindaki
azalis dikkate deger goriilmistiir. Diisiik zararlanma seviyeleriyle Kasim, Aralik, Ocak
ve Subat aylar1 asagi yukari ayni oranlarda seyretmistir. Kabuklarda Mart ve Nisan
aylarinda zararlanama seviyesinde belirgin bir artig goriilmekle beraber birinci deneme

yilindaki atis daha goze ¢arpicidir.

Yillar itibariyle genel olarak, -20°C diisiik sicaklik uygulamasinda kabuklarda
bir uyum s6z konusu iken bazi aylarda istatiski agidan farkliliklar tespit edilmistir. Buna
gore; zararlanma Mayis ayindan Eyliil ayma kadar %65’in iizerinde iken Ekim ayinda
birinci yilda ayni seviyelerde seyretmis ancak ikinci yilda keskin bir azalis meydana
gelmistir. Bu aydan sonra birinci deneme yilinda Kasim-Aralik aylari %57.22 ve
%50.15 oranlarinda; Ocak-Subat aylarinda ise %50.15 ve %54.74 oranlarinda membran
zararlanmasi olusmustur. Ikinci deneme yilinda ise, Kasim ve Subat aylar1 arasinda
kalan donemde %42.99-%51.26 oranlarinda zararlanma saptanmistir. Mart ayindan
itibaren zararlanma oranlarinda her iki deneme yilinda da belirgin bir artis oldugu

gOriilmiistiir.

“Gemlik” zeytin ¢esidi’nde kabuklarda yillarin, diisiik sicaklik uygulamalarinin
ve aylarin zararlanma oranlarina etkileri Cizelge 3.1°de goriilmektedir. Cizelge
incelendiginde; yillarin, diisiik sicaklik uygulamalarimin ve aylarin zararlanma
oranlarina etkileri istatistiki agidan dnemli bulunmustur. Uygulama sicakliklar1 diistiikge
kabuklarda zararlanma diizeyinin artig1 gériilmektedir. Buna gore, en yiiksek membran
zararlanmasi -20 °C’de (% 61.88) belirlenirken, 4 °C’de en diisiik olarak (% 8.03) tespit

edilmistir. Kabuklarda aylar itibariyle ise zararlanmanin genel olarak yaz aylarinda kig
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aylarina gore daha yiiksek oldugu agikga goriilmektedir. Buna gore en yiiksek
zararlanma oranlar1 Temmuz ve Agustos aylarinda sirasiyla %42.08 ve %43.06 olarak
belirlenirken, en diisiik Ekim, Ocak ve Subat aylarinda sirasiyla %24.55, %25.61 ve
%23.00 olarak gerceklesmistir. Dolayisiyla, zararlanma orani {izerine aylarin, 6nemli
bir etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Yil, sicaklik ve aylar arasindaki tim

interaksiyonlar 6nemli bulunmustur (Ek-2).

3.2. Diisiik Sicakhk Tolerans: (LTs)

3.2.1. Yapraklarda diisiik sicaklik toleransi (L Tsg)

Deneme boyunca “Gemlik” zeytin ¢esidinde aylik olarak yapraklarda digiik
sicaklik toleransinin degisimi Sekil 3.3 ve Cizelge 3.2°de goriilmektedir. Buna gore;
hava sicakliklarinin diigmesine paralel olarak (Sekil 2.2) bitkinin soguga uyum
saglamas1 ile birlikte diisiik sicaklik toleransininda da belirgin sekilde arttig
goriilmektedir. Her iki deneme yilinda da yapraklarda, diisiik sicaklik toleransi yaz
aylarindan baslayarak kis aylarinin sonuna kadar artmis, takiben bahar ve yaz aylarinda
hava sicakliklarinin artmasi ile iliskili olarak kademeli bir diisiis gerceklesmistir.
Cizelge 3.4’de goriilebilecegi gibi; her iki deneme yilinin ortalamalarina gore, diisiik
sicaklik toleranst Ocak (-15.44°C) ve Subat (-14.90°C) aylarinda en yiiksek iken
Haziran (-6.52°C) ve Agustos (-6.86°C) aylarinda en diisiik olmustur. Yillara ve aylara
gore yapraklarin LTso’leri arasinda istatistiki olarak fark tespit edilmistir (Ek-3).
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Sekil 3.3. “Gemlik” zeytin cesidinde yillara, aylara gore yaprak ve kabuklarda diisiik sicakhik toleransimin (LTs) degisimi. Dikey
barlar tekerriirlerin £ SS’larini gostermektedir.
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Cizelge 3.2. “Gemlik” zeytin cesidi’nde yaprak ve kabuklarda yillara ve aylara gore diisiik
sicaklik toleransinin (LT - °C) degisimi.

Diisiik Sicaklik Tolerans1 (LTsg) (°C)

Degiskenler Yaprak Kabuk
Yil
1. Yil -8.36%% -10.76"
2. Y1l -10.13° -11.73°
Aylar
Mayis -7.99° -8.38°
Haziran -6.52° -10.22°
Temmuz -7.08% -8.47°
Agustos -6.86" -8.30°
Eyliil -7.34% -8.93"
Ekim -8.34° -9.41%®
Kasim -8.78% -16.03°
Aralik -11.69¢ -16.65°
Ocak -15.44° -17.19¢
Subat -14.90° -17.42°
Mart -9.40° -10.37°
Nisan -8.24° -8.87°
ANOVA
Yil x Ay " )
z Aynut siitiin ve degiskenlerde farkli harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda %5 diizeyinde farklilik vardir
(Duncan).

OD, * %S5 diizeyinde sirastyla nemli degil ve Snemli.

3.2.2. Kabuklarda diisiik sicakhik toleransi (L Ts)

“Gemlik” zeytin ¢esidi’nde kabuklarda deneme siiresince aylik olarak diisiik
sicaklik toleransinin degisimi Sekil 3.3 ve Cizelge 3.2°de goriilmektedir. Kabuklarin diisiik
sicaklik toleransi; Mayis ayinda ~ -8°C iken, birinci deneme yilinda Ocak ve ikinci deneme
yilinda Aralik ayinda ~ -18°C’ye yiikselmis, takiben Nisan ayinda her iki deneme yilinda
tekrar ~ -8 °C’ye diismiistiir. Elde edilen verilere gore kabuklarda en yiiksek diisiik sicaklik
tolerans1 Kasim-Subat aylar1 arasinda (~ -17°C), en diisiik diisiik sicaklik tolerans1 Mayis-
Eylill aylari arasinda (~ -8°C) (Haziran hari¢) saptanmustir. Yillara ve aylara gore

kabuklarin LTsg’leri arasinda istatistiki olarak fark tespit edilmistir (Ek-4).
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3.3. Coziinebilir Seker Analizleri

3.3.1. Toplam ¢oziinebilir seker icerigi

3.3.1.1. Yapraklarda toplam c¢oziinebilir seker icerigi

“Gemlik” zeytin ¢esidi’inde yapraklarda yillara, sicakliklara ve aylara gére toplam

¢oziinebilir seker (TCS) iceriginin degisimi Sekil 3.4 ve Cizelge 3.3 de goriilmektedir.

Sekil 3.4 incelendiginde anlasilacagi gibi, yapraklarda kontrol grubunda TCS igerigi
birinci deneme yil1 itibariyle Mayis ayindan Kasim ayina kadar hafif dalgalanmis ancak bu
aylarda sonbahar ve kis aylarma gore diisiik seviyelerde seyretmistir. Kasim ayindan
itibaren keskin bir yiikselis gostererek en yiiksek TCS igerigi Ocak (27.99 mg/gTA) ayinda
tespit edilmistir. Subat ayinda toplam c¢oziinebilir seker igeriginde bir miktar azalma
gerceklesse de bu seviye kis aylarindaki yiiksek seviyelerde kalmustur. ikinci deneme
yilinda ise, Mayis aymndan Agustos ayma kadar dogrusal azalan TCS igerigi, Agustos
aymdan Aralik ayma kadar stabil durumda kalmstir. Ikinci deneme yili itibariyle keskin
yukselis Aralik ayinda gerceklesmis ve birinci deneme yilina paralel olarak kis aylarini
yiiksek TCS igerigi ile siirdiirmiistiir. Her iki deneme yilinda da Mart ayindan itibaren

diisiis saptanmis ancak birinci deneme yilindaki azalis daha dikkat ¢ekici bulunmustur.

Yillar itibariyle 4°C uygulamasinda zararlanma oranlarinda artis ve azalis egilimleri
bahar aylarina kadar birbirinden farkli olmustur. Buna gore; birinci deneme yilinda TCS
icerigi, Mayis ayimndan itibaren Ekim ayma kadar asagi yukari aym seviyelerde kalmus,
Ekim ayindan itibaren ise bir artig belirlenmistir. Takiben TCS igerigi kis aylarinda dalgali
bir seyir izleyerek Ocak ayinda (29.68 mg/gTA) en yiiksek seviyeye ulasmis, Mart ve
Nisan aylarinda ise, azalma egilimi gdzlenmistir. Ikinci deneme yilinda Haziran ayindan
itibaren diisiis egilimine giren TCS icerigi en diisiik Ekim ayinda (11.21 mg/gTA) tespit

edilmis, Kasim ayindan itibaren kademeli yiikselis saptanmis; en yiiksek seviye Subat
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ayinda (30.80 mg/gTA) tespit edilmistir. Birinci deneme yilinda oldugu gibi ikinci yilda da
TCS iceriginde Mart, Nisan aylarinda keskin diisiis belirlenmistir.

Genel olarak -5°C diisiik sicaklik uygulamasinda yapraklarda yillar arasinda uyum
s06z konusudur. Ancak bazi aylarda farkililiklar gorilmistiir. Buna gore; her iki deneme
yilinda da TCS igerigi Haziran ayindaki azalisin ardindan Eyliil-Ekim aylarinda kadar ayn1
seviyelerde seyretmis, birinci deneme yilinda Ekim ayindan; ikinci deneme yilinda Kasim
aymndan itibaren yiikselis egilimine girmistir. Bu uygulama itibariyle; en yiiksek TCS
igerigi birinci deneme yilinda Ocak ve Subat aylari (sirastyla 27.16 ve 31.00 mg/gTA),
ikinci deneme yilinda Subat ayinda (39.61 mg/gTA) belirlenmistir. Her iki deneme yilinda

birbirine paralel olarak Mart, Nisan aylarinda diisiis egilimi saptanmustir.

-10°C diisiik sicaklik uygulamasinda birinci deneme yilinda Mayis ayindan itibaren
Ekim ayina kadar ayni seviyelerde seyreden TCS igeriginde, Kasim ayindan itibaren bir
yiikselme oldugu goézlenmis, ve bu seviyelerde asagi yukar1 Subat ayina kadar devam
etmistir. Mart, Nisan aylarina gelindiginde ise, diger uygulamalarda oldugu gibi diisiis
egilimi gozlenmistir. Ikinci deneme yilinda birinci yilda oldugu gibi Mayis ayindan
Agustos ayina kadar ayni seviyelerde seyretmis, Eylil-Ekim aylarinda diislis egilimine
girerek en diisiik TCS icerigi saptanmistir. Takiben Kasim ayinda goriilen yiikselis dnemli
bulunmustur. Birinci deneme yilina paralel olarak bu yilda da kis aylar1 boyunca yiiksek

seyreden TCS igerigi Mart ayindan itibaren bir miktar azalmistir.

-20°C disiik sicaklik uygulamasinda genel olarak yillar arasinda uyum s6z
konusudur. Ancak bazi aylarda farkililiklar oldugu gozlenmistir. Buna gore; TCS igerigi
yaz aylarinda asagi yukari ayni seviyelerde seyrederken birinci deneme yilinda Ekim
ayinda, ikinci deneme yilinda Kasim ayindan itibaren artis egilimi belirlenmistir. Kis
aylarinda diger mevsimlere gore yliksek seyir izleyen TCS icerigi Mart ayindan itibaren
diisiis egilimine girmistir. Bu uygulama itibariyle 6zelllikle ikinci yilda Kasim ayindaki

belirgin artig dikkate deger gortilmiistiir.
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“Gemlik” zeytin ¢esid’inde yapraklarda yillarin, diistik sicaklik uygulamalarinin ve
aylarin TCS igerigi lizerine etkileri Cizelge 3.3’de goriilmektedir. Cizelge incelendiginde;
diisiik sicaklik uygulamalarinin ve aylarin etkileri 6nemli, yillarin etkisi ise, istatistiki
acidan 6nemsiz bulunmustur. TCS igerigi uygulama sicakliklarinin diismesi ile birlikte artis
gostermistir. Buna gore, en yiiksek TCS icerigi ayni istatistiki grupta yer alan -10°C (22.53
mg/gTA) ve -20°C (23.02 mg/gTA) uygulamalarinda, en diisiik TCS igerigi ise yine ayni
istatistiki grupta yer alan kontrol (17.86mg/gTA) ve 4°C (18.99mg/gTA) uygulamalarina
ait Orneklerde belirlenmistir. Aylar itibariyle incelenecek olursa; diisiik sicakliklara
mukavemetin az oldugu bahar ve yaz aylarinda TCS igerigi kis aylarina gore daha diisiik
oldugu acikca goriilmektedir. Buna gore en diisiik TCS icerigi Agustos (15.19 mg/gTA) ve
Eyliil aylarinda (15.17 mg/gTA) belirlenirken, en yiiksek TCS icerigi Ocak (28.61
mg/gTA) ve Subat (29.87 mg/gTA) aylarinda belirlenmistir. Dolayisiyla, TCS igerigi
tizerine aylar ve sicakliklar 6nemli bir etkiye sahip olmustur. Yil*Ay interaksiyonlari
istatistiki olarak 6nemli, Yil*Sicaklik, Ay*Sicaklik ve Yil*Sicaklik*Ay  arasindaki

interaksiyonlar ise 6nemsiz bulunmustur (Ek-5).

3.3.1.2. Kabuklarda toplam c¢oziinebilir seker icerigi

“Gemlik” zeytin ¢esidi’'nde kabuklarda yillara, sicakliklara ve aylara gore TCS
iceriginin degisimi Sekil 3.5 ve Cizelge 3.3’de goriilmektedir.

Kontrol grubu kabuk orneklerinde, her iki deneme periyodunda TCS igerigi yaz
aylarinda diisiik bulunurken, genel olarak kig aylarinda en yiiksek miktarlarda saptamustir.
Ote yandan, sonbahar aylarinda bir yiikselis; bahar aylarmn baslangicindan itibaren ise her
iki deneme yilinda bir diisiis oldugu gdzlenmistir. Ornegin, birinci deneme yilinda Agustos
ayinda TCS igerigi 13.77 mg/gTA iken bu miktar Kasim’da 21.38 mg/gTA; Subat’ta 27.55
mg/gTA ve Mart’ta da 18.15 mg/gTA olarak saptanmustir.
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Cizelge 3.3. “Gemlik” zeytin cesidinde yapraklarda ve kabuklarda yillara, sicakhiklara ve

aylara gore toplam céziinebilir seker icerigi (mg/gTA)

Degiskenler Toplam Coziinebilir Seker Icerigi (mg/gTA)
Yil Yaprak Kabuk
1. Yil 21.06"% 21.06°
2. Y1l 20.21° 19.42°

Uygulamalar
Kontrol 17.86° 20.14%°
4°C 18.99° 19.82%
-5°C 20.62° 19.28°
-10°C 22.53° 20.71%
-20°C 23.02° 21.17°
Aylar
Mayis 19.38% 23.09%
Haziran 17.219% 19.47¢
Temmuz 17.77% 15.69¢
Agustos 15.19° 15.428
Eyliil 15.17° 15.608
Ekim 17.01% 18.52°F
Kasim 24.26° 22.36¢
Aralik 24.68° 24.524"
Ocak 28.61° 25.57%
Subat 29.87° 26.82°
Mart 21.21° 18.83¢
Nisan 17.90¢ 16.97%
ANOVA
Yil x Ay * "
Y1l x Sicaklik o i
Ay x Sicaklik ob ob
Y1l x Sicaklik x Ay op ob

“ Ayni siitiin ve degiskenlerde farkli harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda %S5 diizeyinde farklilik vardir
(Duncan).
OD, " %5 diizeyinde sirastyla énemli degil ve nemli.

Sekil 3.5 incelendiginde, 4°C diisiik sicaklik uygulamasinda her iki deneme yili
arasinda miktarlar bakimindan ¢ok benzerlikler olmakla beraber; ikinci deneme yilinda
TCS igeriginin degisimindeki artislar ve azalislar daha belirgin olmustur. Buna gore, birinci
deneme yilinda TCS icerigi Mayis ve Haziran’dan sonra Temmuz ve Agustos aylarinda
hafif bir diisme egilimi belirlenmis, Eyiil ayindan itibaren tekrar yiikselis gostererek, Mart

ayina kadar stabil durumda kalmistir. Mart ayinda ise, belirgin bir diislisiin ardindan Nisan
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ayimnda tekrar bir yiikselis oldugu gdzlenmistir. ikinci deneme yilinda en diisiik TCS igerigi
Temmuz ayinda (13.63 mg/gTA); en yliksek miktarlar ise ayni istatistiki grupta yer alan
Ocak (27.28 mg/gTA) ve Subat (27.86 mg/gTA) aylarinda saptanmistir. Mart ayindan
itibaren ise hava sicakliginin yiikselmesi ile beraber TCS iceriginde diisiis ger¢eklesmistir

(Sekil 3.2).

Kabuklarda -5°C’de TCS igerigi birinci deneme yilinda Mayis ayindan Mart ayina
kadar hafif dalgalanmalar ile beraber hemen hemen dogrusal bir seyir izlemis, Mart’taki ani
bir azalis1 takiben Nisan ayinda tekrar yiikselis gdsterek dnceki seviyesine ulasmstir. ikinci
deneme yilinda, ise Mayis’tan Ekim’e kadar asagi yukar1 aynmi seviyelerde seyreden TCS
icerigi Kasim aymda Ekim’e gore yiikselis tespit edilmistir. Aralik ayindan itibaren
yiikselis seyrine giren TCS igerigi, Mart ayina kadar hemen hemen ayni seviyelerde
kalmistir. Bu yil itibariyle Mart ayindan itibaren kademeli olarak diigiis egilimi tespit

edilmistir.

Genel olarak -10°C’de, Nisan ay1 hari¢ her iki deneme yilinda da TCS iceriginin
degisim seyrinde parelellik saptanmistir. Mayis ayindan sonra ani bir diisiisle beraber yaz
aylarinda diistik seyir izleyen TCS icerigi Kasim ayindan itibaren ise artig gostererek, kis
aylarinda en yliksek miktara ulagsmistir (Aralik, Ocak, Subat). Mart ayindan itibaren bariz
sekilde azalis belirlenmis, Nisan ay1 i¢in birinci deneme yilinda ayni seviyede kalirken,

ikinci deneme yilinda azalis seyrine devam etmistir.

Sekil 3.5 incelendiginde, -20°C uygulamasinda iki deneme yili arasinda parelllik
oldugu goriilmektedir. TCS igerigi kabuklarda yaz aylarinda diisiik bulunurken, genel
olarak kis aylarinda yiiksek durumda saptamistir. Ote yandan, sonbahar aylarinda bir
ylukselis; bahar aylarinin baslangicindan itibaren ise, her iki deneme yilinda da bir diisiis
oldugu gozlenmistir. Ornegin, ikinci deneme yilinda Agustos aymda TCS icerigi 12.44
mg/gTA iken, bu miktar Kasim’da 23.57 mg/gTA; Subat’ta 28.86 mg/gTA ve Mart’ta da
19.45 mg/gTA olarak saptanmuistir.



79

“Gemlik” zeytin ¢esidi’nde kabuklarda yillarin, diisiik sicaklik uygulamalarinin ve
aylarin TCS igerigi iizerine etkileri Cizelge 3.3’de goriilmektedir. Cizelgeye gore; diisiik
sicaklik uygulamalarinin, aylarin ve yillarin etkileri énemli bulunmustur. Yillara gore,
birinci deneme y1l1 (21.06 mg/gTA) ikinci deneme yilina gore (19.42 mg/gTA) daha yiiksek
TCS icerigine sahip olmustur. Diisiik sicaklik uygulamalar1 dikkate alindiginda, en yiiksek
TCS icerigi -20°C (21.17 mg/gTA)’de ; en diisiik ise -5°C (19.28mg/gTA) uygulamasina
ait Orneklerde belirlenmistir. Aylar itibariyle incelendiginde; kabuklarda TCS icerigi
Haziran ayindan itibaren azalarak Temmuz (15.69 mg/gTA), Agustos (15.42 mg/gTA)
Eylil (15.60 mg/gTA) aylarinda en diisik seviyeye ulagmis; Ekim ayindan itibaren
ylkselme egilimine girerek Subat ayinda (26.82 mg/gTA) en yiiksek seviyeye ulagmistir.
Mart ayindan itibaren ise, tekar diisiis oldugu gozlenmistir. Yil, sicaklik, ay arasindaki
biitiin interaksiyonlar icerisinde sadece Y1l*Ay ve Ay*Sicaklik istatistiki olarak 6nemli,

diger biitiin interaksiyonlar ise, dnemsiz bulunmustur (Ek-6).

3.3.2. Glukoz i¢erigi

3.3.2.1. Yapraklarda glukoz i¢erigi

“Gemlik” zeytin ¢esidi yapraklarinda yillara, sicakliklara ve aylara goére glukoz

icerigi (GI)’ndeki degisim Sekil 3.6 ve Cizelge 3.4’de goriilmektedir.

Yapraklarda kontrol grubunda GI birinci deneme yilinda Mayis ve Haziran
aylarinda sabit kalmig, Temmuz’dan itibaren bir miktar artarak devam eden bir seyir
izlemistir. Ocak ayina kadar kii¢iik artislar ve azalislar goriilse de bunlar istatistiki agidan
onemsiz bulunmustur. Ocak ayinda belirgin bir artig gostererek bu yil itibariyle en yiiksek
(23.3 mg/gTA) glukoz seviyesine ulagsmustir. Subat ayindan itibaren ise, GI’nin dogrusal
azalma seyrine girdigi tespit edilmistir. ikinci deneme yilinda yapraklarda Gi, Mayis ve

Haziran aylarinda sabit kalmis ancak Temmuz ayindan itibaren belirgin bir azalma
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gerceklesmistir. Aralik ayma kadar asagi yukari diisiik seviyelerde seyreden GI Aralik
ayindaki keskin artis1 dikkate deger goriilmiistiir. Diisiik sicakliklara mukavemetin yiiksek
oldugu aylarda (Aralik, Ocak, Subat) en yiiksek seviyelere ¢ikan GI; mukavemetin
diismeye bagladig1 aylarda (Mart, Nisan) ise kademeli olarak azalma egilimine girmistir.
Yillar arasinda miktarlar arasinda farkliliklar goriilmekle beraber, GI’nin mevsimsel
degisimi genel olarak birbirine paralel olmustur. Buna gore GI, ilkbahar, yaz ve sonbahar
aylarinda nispeten diisiik olarak belirlenirken, kis aylarinda nispeten yliksek seviyelerde

tespit edilmistir.

4°C diisiik sicaklik uygulamasinda, her iki deneme yilinda da Ekim ayina kadar ayni
seviyelerde seyreden glukoz iceriginin, birinci deneme yilinda Ekim ayindan; ikinci
deneme yilinda ise Aralik ayindan itibaren artma egimine girdigi ve Ocak ayinda en yiiksek

seviyeye ulastig1; Subat ayindan itibaren ise, azaldig1 tespit edilmistir.

-5°C’de birinci deneme yilinda, Mayis’tan Eyliil aymna kadar ayni seviyelerde
seyreden Gi; Eyliil ayinda azalarak en diisiik durumda (9.85 mg/gTA) gelmistir. Ekim ve
Kasim aylarinda belirgin artis gerceklesmistir. Bu aydan sonra ise, GI Mart ayma kadar
sabit bir seyir takip etmistir. Nisan ayinda hafif bir azalig saptamis ancak bu azalis istatistiki
olarak énemsiz bulunmustur. Ikinci deneme yilinda birinci deneme yilma paralel olarak
yaz aylarmin baslangicinda ayn1 seyreden Gi Agustos ayinda azalarak en diisiik seviyede
(9.58 mg/gTA) belirlenmis; Eyliil ayindan itibaren artis gostererek Ocak ayinda (25.90
mg/gTA) en yiiksek miktara ulasmstir. Ozellikle Kasim ayindaki keskin artis dikkat gekici

bulunmustur. Bu deneme yil1 itibariyle GI Subat ayindan sonra azalmustir.

Sekil 3.6 incelendiginde, -10°C diisiik sicaklik uygulamasinda her iki deneme yili
arasinda miktarlar bakimindan ¢ok benzerlikler olmakla beraber; ikinci deneme yilinda
GI’nin degisimindeki artislar ve azalislar daha belirgin olmustur. Buna gére; birinci deneme
yilinda Eyliil ayina kadar asag1 yukari ayni seviyelerde seyreden (Haziran ay1 hari¢) GI,
Ekim ayindan itibaren artig egilimine girerek Subat ayinda (22.49 mg/gTA) en yiiksek

seviyeye ulagsmis, Mart’tan itibaren tekrar kademeli olarak azalis egilimi tespit edilmistir.



82

Ikinci deneme yilinda Eyliil ayma kadar sabit seyirde kalan GI; Eyliil ayindaki bir miktar
diisiisle birlikte en diisiik seviyede (9.34 mg/gTA) saptanmistir. Ekim ayindaki artisi
takiben Kasim’daki keskin artis dikkat ¢ekici bulunmustur. Bu yiiksek Gi Ocak ayina kadar

siirmiistiir. Subat ayindan itibaren ise GI’inde diisiis gerceklesmistir.

Genel olarak -20°C’de GI’inde hava sicakliklarmin yiiksek oldugu bahar ve yaz
aylarinda diisiik seviyelerde iken g¢evre sicakliklarimin diismesiyle ters orantili olarak
yiikselis saptanmistir. Bu uygulama itibariyle; en diisiik GI birinci deneme yilinda Mayis
(11.28 mg/gTA), ikinci deneme yilinda Eyliil ay1 (12.34 mg/gTA); en yiiksek Gl ise, birinci
deneme yilinda Subat ay1 (24.95 mg/gTA), ikinci deneme yilinda Kasim, Aralik aylari
(sirastyla 24.40 mg/gTA ve 23.54 mg/gTA) itibariyle belirlenmistir.

“Gemlik” zeytin ¢esidinde yapraklarda yillarin, diistik sicaklik uygulamalarinin ve
aylarin GI iizerine etkileri Cizelge 3.4’de goriilmektedir. Cizelgeye gére; diisiik sicaklik
uygulamalarinin ve aylarin etkileri onemli, yillarin etkisi ise istatistiki acidan Onemsiz
bulunmustur. Diisiik sicaklik uygulamalar1 dikkate alindiginda, en yiiksek Gi -20°C (16.98
mg/gTA); en disik GI ise, kontrol (14.26 mg/gTA) uygulamasmna ait &rneklerde
belirlenmistir. Bu durum yapraklarda uygulama sicakliklari diistiikce GI arttiginin
gostergesidir.  Aylar itibariyle incelendiginde; yapraklarda GI diisiik sicaklik
mukavemetinin diisiik oldugu bahar ve yaz aylarinda diisiik, mukavemetin yiiksek oldugu
kis aylarinda ise yiiksek miktarda saptanmustir. Ornegin; GI Haziran aymda 13.51 mg/gTA
(en diisiik) iken; Kasim ayimda 16.68 mg/gTA; Ocak ayinda 22.08 mg/gTA’a (en yiiksek)
yiikselmis; en son Nisan ayinda 13.58 mg/gTA’a diigmiistiir. Y1l, sicaklik, ay arasindaki
biitlin interaksiyonlar igerisinde sadece Ay*Sicaklik interaksiyonu istatistiki olarak

Onemsiz, diger biitiin interaksiyonlar ise 6nemli bulunmustur (Ek-7).
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Cizelge 3.4. “Gemlik” zeytin cesidinde yapraklarda ve kabuklarda yillara, sicakhiklara ve
aylara gore glukoz icerigi (mg/gTA)

Glukoz i¢erigi (mg/gTA)

Degiskenler Yaprak Kabuk
Yil
1. Yil 15.48° 15.45°
2. Y1l 15.77° 14.15°
Uygulamalar
Kontrol 14.26° 15.07°
4°C 14.96% 14.53°
-5°C 15.60" 14.43?
-10°C 16.32% 14.90°
-20°C 16.98? 15.00°
Aylar
Mayis 12.57% 12.98%f
Haziran 13.51¢ 12.32°'
Temmuz 13.23% 12.35°
Agustos 12.75% 11.218
Eyliil 11.36° 12.20°"
Ekim 14.34¢ 13.99¢
Kasim 16.68° 17.01°¢
Aralik 20.11° 19.32°
Ocak 22.08° 20.94°
Subat 20.46™ 20.80°
Mart 17.25° 13.45%
Nisan 13.58¢ 11.46%
ANOVA )
Yil x Ay * ?‘D
Y1l x Sicaklik oD ?‘D
Ay x Sicaklik : O.D

Y1l x Sicaklik x Ay * 0.0

% Aym siitiin ve degiskenlerde farkli harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda %5 diizeyinde farklilik vardir
(Duncan).
OD, * %5 diizeyinde sirastyla 6nemli degil ve 6nemli.

3.3.2.2. Kabuklarda glukoz icerigi

“Gemlik” zeytin ¢esidi kabuklarinda yillara, sicakliklara ve aylara gore glukoz

GI’nin degisimi Sekil 3.7 ve Cizelge 3.4°de goriilmektedir.
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Sekil 3.7. “Gemlik” zeytin c¢esidinde kabuklarda yillara, sicakliklara ve aylara gore glukoz
iceriginin  (GI-mg/gTA) degisimi. Dikey barlar tekerriirlerin + SS’larim
gostermektedir.
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Kabuklarda kontrol grubu &rneklerinde GI Mayis ayindan birinci deneme
periyodunda Aralik ayina, ikinci deneme periyodunda ise, Kasim ayina kadar asagi1 yukari
sabit durumda bulunmustur. Ote yandan birinci yilda Aralik, ikinci yilda Kasim ayindan
itibaren artma egilimine giren Gi, her iki deneme periyodunda da Aralik, Ocak ve Subat
aylarinda en yiiksek durumda saptamislardir. Bununla birlikte her iki yilda da Mart ve
Nisan aylarinda ise, tekrar keskin bir azalis oldugu gdzlenmistir. Ornegin, birinci deneme
yilinda GI Agustos ayinda 12.06 mg/gTA iken bu miktar Ocak ayinda 20.84 mg/gTA ve
Nisan ayinda 14.57 mg/gTA olarak saptanmistir.

Sekil 3.7°den anlasilacag1 gibi, 4°C diislik sicaklik uygulamasinda kabuklarda
birinci deneme periyodu ve ikinci deneme periyodu arasinda miktarlar bakimindan
fakliliklar olmakla beraber; temel olarak her ki deneme periyondundaki Gi degisiminde bir
parellellik oldugu dikkati ¢ekmektedir. Yaz ve ilkbahar aylarinda diisiik durumda saptanan
GI, Kasim ayindan itibaren bir yiikselis egilimi gostermistir. Bu egilimle beraber GI Ocak
ayinda en yiiksek seviyeye ulasmis, Subat ayindan itibaren ise, tekrar diisiis seyri

belirlenmistir.

-5°C distiik sicaklik uygulamasinda kabuklarda genel olarak yillar arasinda uyum
s6z konusudur. Ancak bazi aylarda farkililiklar goriilmiistiir. Buna gore; her iki deneme
yilinda GI Mayis aymdan Kasim ayina kadar aym seviyelerde seyretmis, Kasim ayinda ise
belirgin bir yiikselis belirlenmistir. Aralik ayinda birinci deneme yilinda bir miktar azalma
gerceklesirken; ikinci deneme yilinda glukoz igeriginde yiikselis seyri devam etmistir. Bu
uygulama itibariyle en yiiksek GI, birinci deneme yilinda Ocak ve Subat aylarinda
(swrastyla, 21.26 ve 21.35 mg/gTA); ikinci deneme yilinda ise Aralik, Ocak, ve Subat
(swrastyla 21.16, 21.90 ve 21.49 mg/gTA) aylarinda belirlenmistir. Takiben her iki deneme

yilinda da Mart ve Nisan aylarinda diisiis egilimi saptanmistir.

-10°C’de GI birinci deneme yilinda Haziran aymndaki bir miktar azalisin ardindan
Ekim ayina kadar sabit durumda kalmig ancak Ekim ayinda belirgin bir artig belirlenmistir.

Bu yil itibariyle en yiiksek GI Subat ayinda (22.45 mg/gTA) tespit edilmistir. Mart ayinda
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da yiiksek seviyelerde bulunan glukoz, Nisan ayinda keskin bir sekilde azalmstir. Ikinci
deneme yilinda ise GI Mayis ayindan Ekim ayma kadar ayn1 seviyelerde seyretmis, Kasim
aymdan itibaren artma egilimine girmistir. Ocak ayindaki bir miktar azalisin haricinde,
Mart ayma kadar yiiksek GI devam etmistir. Mart ayindan itibaren ise dogrusal olarak
azalma egilimi gozlenmistir. Sekil 3.7 incelendiginde goriilecegi gibi, -10°C’de her ik

deneme yilinda da GI kis aylarinda diger aylara gore nispeten yiiksek bulunmustur.

Kabuklarda -20°C diisiik sicaklik uygulamasinda genel olarak yillar arasinda uyum
s6z konusudur. Ancak baz1 aylarda farkliliklar gériilmiistiir. Buna gore; GI Mayis ayindan
birinci deneme yilinda Ekim ayina, ikinci deneme yilinda Kasim ayina kadar sabit seyir
izlemis; yine birinci deneme yilinda Ekim ayindan; ikinci deneme yilinda Kasim ayindan
itibaren yiikselis egilimine girmistir. Bu uygulama itibariyle; her iki deneme yilinda da
Kasim, Aralik, Ocak ve Subat aylarinda diger aylara gore yiiksek G belirlenmistir. Ote
yandan kabuklarda GI agisindan diger uygulamalarda oldugu gibi Mart ve Nisan aylarinda

diisiis egilimi saptanmustir.

“Gemlik” zeytin ¢esidinde kabuklarda yillarin, diisiik sicaklik uygulamalarinin ve
aylarin GI {izerine etkileri Cizelge 3.4’de goriilmektedir. Cizelgeye gore; yillarin ve aylarm
etkileri 6nemli, diisilk sicaklik uygulamalarinin etkisi ise istatistiki ac¢idan Onemsiz
bulunmustur. Deneme yillar1 dikkate alindiginda; birinci deneme periyodunda (ortalama
15.45 mg/gTA) ikinci deneme periyoduna (ortalama 14.15 mg/gTA) gére daha fazla GI
belirlenmistir. Aylar géz 6niinde bulunduruldugunda, kabuklarda Gi yapraklarda oldugu
gibi bahar ve yaz aylarinda diislik, kis aylarinda ise yliksek miktarda saptanmistir. Bu
durum zeytinlerde kabuklarda diisiik sicakliklara mukavemetin dokularda mevcut bulunan
Gl ile parelellik gosterdigini ortaya koymaktadir. Ornegin; Agustos ayinda (11.21 mg/gTA)
en diisiik GI saptanirken; Kasim aymda 17.01 mg/gTA’a yiikselmis; Ocak (20.94 mg/gTA)
ve Subat (20.84 mg/gTA) aylarinda ise en yiiksek seviye belirlenmistir. Y1l, sicaklik ve ay

arasindaki biitiin interaksiyonlar istatistiki olarak 6nemsiz bulunmustur (Ek-8).
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3.3.3. Sukroz Icerigi

3.3.3.1. Yapraklarda sukroz icerigi

“Gemlik” zeytin ¢esidi’nde yapraklarda yillara, sicakliklara ve aylara gore sukroz

iceriginin (SI) degisimi Sekil 3.8 ve Cizelge 3.5’de goriilmektedir.

Kontrol grubu yaprak orneklerinde SI'nin her iki deneme periyodunda da (ikinci
deneme yili Mayis ay1 harig) degisim seyri pararellik arzetmistir. Mayis ayindan Ekim
ayma kadar asag1 yukar1 sabit kalan SI, Ekimden itibaren artarak Ocak ve Subat aylarinda

en yiiksek seviyeye ulasmis, Mart ve Nisan ise aylarinda belirgin bir azalis belirlenmistir.

4°C diisiik sicaklik uygulamasi itibariyle S, birinci deneme yilinda, Mayis ayindan
Eyliil ayma kadar SI sabit bir seyir izlemis, Eyliil ayindan itibaren ise dogrusal olarak
artarak ilk deneme yilindan farkli olarak Subat ayinda (4.4 mg/gTA) en yiiksek miktara
ulasmistir. Mart ayindan itibaren ise SI’nde ani azalma belirlenmistir. ikinci deneme yilinda
ise, Haziran ayindaki ani azalisin ardindan Eyliil ayina kadar sabit bir seyir izlemis, Eyliil
ayindan itibaren artig egilimine girerek Subat ayinda (3.65 mg/gTA) en yiiksek seviyeye
ulagsmustir. Yine birinci deneme yilma paralel olarak Mart ayindan itibaren Si’nde keskin

olarak azalma tespit edilmistir.

Her iki deneme periyodunda da -5°C diisiik sicaklik uygulamasinda SI Mayis’tan
Eyliil’e kadar diisiikk miktarlarda bulunurken, Ocak ve Subat aylarinda artis gostererek en
yiiksek durumda saptanmuslardir. Ote yandan, Mart aymdan itibaren Si’nde keskin bir
diisiis oldugu gozlenmistir. Ornegin birinci deneme yilinda SI Haziran’da 0.63 mg/gTA
iken bu miktar Ekim’de 1.98 mg/gTA; Ocak’ta 4.35 mg/gTA ve Mart’ta 1.13 mg/gTA

olarak saptanmustir.



88

Deneme Yil
b+ [ 1yl
LK B 2yl

Si(mg/gTA)

(4)°C

Si(mg/igTA)

-()°C

Si(mg/igTA)

(410)°C

Si(mg/igTA)

(20)°C

Si(mg/igTA)

May Haz Tem Agu Eyl Eki Kas Ara Oca Sub Mar His

Aylar

Sekil 3.8. “Gemlik” zeytin cesidinde yapraklarda yillara, sicakliklara ve aylara gore sukroz
iceriginin (SI.-mg/gTA) degisimi. Dikey barlar tekerriirlerin = SS’larimm
gostermektedir.



89

-10°C’de birinci ve ikinci deneme yilinda SI’nin degisim seyri birbirine paralellik
gostermistir. Buna gore, birinci deneme yilinda Mayis ayinda en diisiik seviyede (0.32
mg/gTA) saptanan SI; Haziran’dan Ekim ayma kadar asagi yukari aym seviyelerde
seyretmistir. Ekim ayindan itibaren hizla yiikselise gecen sukroz, Ocak (4.40 mg/gTA) ve
Subat (4.80 mg/gTA) aylarinda en yiiksek miktara ulagmig ancak Mart ve Nisan aylarinda
tekar keskin bir azalis saptanmustir. Ikinci deneme yili itibariyle; Temmuz, Agustos
aylarinda en diisiik seviyelerde saptanan sukroz; Eyliil ayindan itibaren dogrusal olarak
artarak Ocak (3.97 mg/gTA) ve Subat (4.81 mg/gTA) aylarinda en yiiksek miktara
ulagmistir. Bu deneme yilinda da birinci deneme yilinda oldugu gibi Mart ve Nisan

aylarinda tekrar azalisg belirlenmistir.

-20°C’de Si agisindan genel olarak yillar arasinda uyum sdz konusudur. Ancak bazi
aylarda farkliliklar goriilmiistiir. Buna gore; hem birinci deneme yilinda hem de ikinci
deneme yilinda yaz aylarinda c¢ok diisiik seviyelerde seyreden Si birinci deneme yilinda
Ekim, ikinci deneme yilinda ise Aralik ayindan itibaren artis gostermistir. Her iki deneme
yilinda da Ocak ve Subat aylarindaki keskin artisla en yliksek seviyeye (4.97-5.75 mg/gTA)
ulasan SI’nde; Mart ve Nisan aylarindaki keskin azalis cok dikkat ¢ekici bulunmustur.

“Gemlik” zeytin ¢esidinde yapraklarda yillarin, diisiik sicaklik uygulamalarinin ve
aylarmn SI iizerine etkileri Cizelge 3.5’de goriilmektedir. Cizelgeye gore; yillarin, diisiik
sicaklik uygulamalarinin ve aylarin etkileri istatistiki acidan 6nemli bulunmustur. Deneme
yillar1 dikkate alindiginda; birinci deneme periyodunda (ortalama 1.65 mg/gTA) ikinci
deneme periyoduna (ortalama 1.46 mg/gTA) gore daha fazla SI belirlenmistir. Diisiik
sicaklik uygulamalari itibariyle, SI -20°C uygulamasina ait 6rneklerde en yiiksek durumda;
kontrol oOrneklerinde ise, en diisik durumda saptanmistir. Aylar g6z Oniinde
bulunduruldugunda Si’inde kis aylar1 ile bahar ve yaz aylar1 arasinda ¢ok ciddi farkliliklar
oldugu gériilmiistiir. Ornegin, SI Temmuz ayinda 0.44 mg/gTA (en diisiik) iken; Kasim’da
1.80 mg/gTA; Subat’ta 4.36 mg/gTA (en yliksek)’a yiikselmis; Nisan ayinda tekrar 1.04

mg/gTA seviyelerine digmiistiir. Yil, sicaklik, ay arasindaki biitiin interaksiyonlar
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icerisinde sadece Yil*Ay ve Ay*Sicaklik istatistiki olarak Onemli, diger biitiin

interaksiyonlar ise 6nemsiz bulunmustur (Ek-9).

Cizelge 3.5. “Gemlik” zeytin cesidinde yapraklarda ve kabuklarda yillara ve sicakhklara gore
sukroz icerigi (mg/gTA)

Sukroz i¢erigi (mg/gTA)

Degiskenler Yaprak Kabuk
Yil
1. Yil 1.65% 3.39%
2. Y1l 1.46° 3.04°
Uygulamalar
Kontrol 1.22°¢ 2.84°¢
4°C 1.54° 3.01°
-5°C 1.53° 3.29°
-10°C 1.71% 3.52°
-20°C 1.77° 3.42%
Aylar
Mayis 0.78¢" 2.69"
Haziran 0.52™ 2.73.f
Temmuz 0.44' 1.94'
Agustos 0.51™ 1.91°
Eyliil 0.54™ 2.36%"
Ekim 1.30° 2.55%
Kasim 1.80¢ 3.42°
Aralik 2.20° 451°
Ocak 4.01° 5.03°
Subat 436" 5.53°
Mart 1.44° 3.96¢
Nisan 1.04% 2.12M
ANOVA
Yil x Ay * *
Y1l x Sicaklik 0D 0.D

* *

Ay x Sicaklik '
Y1l x Sicaklik x Ay 0D *

“ Ayni siitiin ve degiskenlerde farkli harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda %S5 diizeyinde farklilik vardir
(Duncan).
OD, " %5 diizeyinde sirasiyla énemli degil ve onemli.
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3.3.3.2. Kabuklarda sukroz icerigi

“Gemlik” zeytin ¢esidi’nde kabuklarda yillara, sicakliklara ve aylara gore Si’nin

degisimi Sekil 3.9 ve Cizelge 3.5’de goriilmektedir.

Kabuklarda kontrol grubunda yillar itibartyle genel olarak SI agisindan yillar
arasinda uyum s6z konusudur. Ancak bazi aylarda farkililiklar goriilmiistiir. Buna gore; her
iki deneme yilinda da Si Mayis-Haziran aylarinda sabit seyir izlemis; Temmuz ayinda ise
bir miktar diisiis gergeklesmistir. Agustos ayinda bu seviye degismemistir. Eyliil ayindan
itibaren artis belirlenenen Si’inde, Aralik ayma kadar hemen hemen aym kalmis, Aralik
aymndan itibaren artarak birinci deneme yilinda Ocak (4.63 mg/gTA) ve Subat (5.18
mg/gTA) aylarinda, ikinci deneme yilinda ise yalniz Subat (4.37 mg/gTA) aymda en
yiiksek seviyeye ulasmustir. Ote yandan, kabuklarda Si’inde Mart, Nisan aylarinda diisiis

egilimi saptanmistir.

Her iki deneme yilinda da 4°C diisiik sicaklik uygulamasi itibariyle SI, May1s ve
Haziran aylarima gore Temmuz ayinda bir miktar azalmistir. Agustos ayina gelindiginde
ise, Si birinci yi1l asagi yukar1 aymi kalmis ancak ikinci yil bir miktar azalmistir. Her iki
deneme periyodunda da Eyliil ayindan itibaren artmaya baslayan sukrozun, birinci deneme
yilindaki artis hizi daha yavas ilerlemis ve bu deneme yili itibariyle Subat’ta en yiiksek
miktar (5.84 mg/gTA) elde edilmistir. Bunu takiben Si’inde Mart ayindan itibaren azalma
egilimi belirlenmistir. ikinci deneme yilinda ise, Eyliil ayindan itibaren Subat aymna kadar
dalgal1 bir seyir izleyen SI en yiiksek seviyesine Ocak, Subat ve Mart aylarinda ulagmistir.
Bu deneme yili i¢in Si’nde Nisan ayinda belirgin diisiis belirlenmistir. Bu uygulama
itibariyle genel olarak, Temmuz ve Agustos aylarinda en diisiik Si elde edilirken, Aralik,

Ocak ve Subat aylarinda ise, en yiiksek SI belirlenmistir.

-5°C uygulamasinda her iki deneme periyodunda da Mayis ayi itibariyle hemen
hemen aym olan Si’inde, birinci deneme yilinda Temmuz’da; ikinci deneme yilinda ise

Haziran’da belirgin olarak azalma belirlenmistir. Her iki deneme yilinda da yaz aylarinda
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Sekil 3.9. “Gemlik” zeytin c¢esidinde kabuklarda yillara, aylara ve sicakhiklara gore sukroz
iceriginin (SI-mg/gTA) degisimi. Dikey barlar tekerriirlerin + SS’larim
gostermektedir.



93

en diisiik seviylerde seyreden SI, birinci deneme yilinda Kasim; ikinci deneme yilinda ise,
Aralik ayindan itibaren yiikselis seyri izleyerek, birinci deneme yilinda Ocak (5.71
mg/gTA) ve Subat (6.38 mg/gTA) ayinda, ikinci deneme yilinda ise, Subat (5.9 mg/gTA)
ayinda en yiiksek miktara ulasmistir. Mart aymndan itibaren ise Si’nde azalis seyri

belirlenmistir.

Birinci deneme yilinda -10°C diisiik sicaklik uygulamasinda kabuklarda Mayis ve.
Haziran aylarinda aym miktarlarda olan SI, Temmuz ayimnda belirgin olarak azalmistir.
Ekim’e kadar sabit bir seyir izleyen sukroz, Ekim’den itibaren artig seyrine girerek bu
deneme yili itibariyle Ocak (5.53 mg/gTA) ve Subat (5.23 mg/gTA) aylarinda en yiiksek
seviyeye ulagmistir. Mart ayindan itibaren ise tekrar azalis egilimi saptanmustir. Ozellikle
Nisan ayindaki keskin azahis dikkat ¢ekici bulunmustur. Ikinci deneme yilinda Mayis
ayindan Kasim ayina kadar dalgali seyir izleyen sukroz, Kasim ayindan itibaren artarak
Aralik, Ocak ve Subat aylarinda en yiiksek miktara ulagsmistir. Mart ayindan itibaren ise
sukroz iceriginde dogrusal olarak azalan bir seyir tespit edilmistir. Bu uygulama itibariyle,
her iki deneme yilinda da Si’nin hava sicakliklarinin yiiksek seyrettigi (Sekil 2.2) yaz ve

son bahar baglangicinda nispeten diisiik seviyelerde oldugu goriilmektedir.

-20°C uygulamasinda genel olarak sukrozun degisim seyri parellellik gostermistir.
SI birinci deneme yilinda Temmuz ayindan itibaren azalma seyrine girerek Agustos aymda
en diisiik (1.04 mg/gTA) seviyeye; Eyliil ayindan itibaren ise dograsal olarak artarak Ocak
(6.06 mg/gTA) ve Subat (5.86 mg/gTA) aylarinda en yiiksek seviyelere ulasmstir. Tkinci
deneme yilinda Mayis, Haziran aylarinda sabit kalan SI, Temmuz ayinda bir miktar azalisla
beraber Aralik ayma kadar hemen hemen sabit bir seyir takip etmis, ancak Aralik ayindan
itibaren artig gostererek Ocak (6.04 mg/gTA) ve Subat (6.24 mg/gTA) aylarinda en yiiksek
miktara ulagsmistir. Her iki deneme periyodunda da Mart ayindan itibaren kademeli olarak

diisiis gergeklesmistir.
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“Gemlik” zeytin ¢esidinde kabuklarda yillarin, diisiik sicaklik uygulamalarinin ve
aylarin SI iizerine etkileri Cizelge 3.5°de goriilmektedir. Cizelgeye gore; yillarin, diisiik
sicaklik uygulamalarinin ve aylarin etkileri istatistiki agidan 6nemli bulunmustur. Deneme
yillar1 dikkate alindiginda; birinci deneme periyodunda (3.39 mg/gTA) ikinci deneme
periyoduna (3.04 mg/gTA) gore daha fazla Si belirlenmistir. Diisiik sicaklik uygulamalar
itibariyle, SI -10°C ve -20°C uygulamalarina ait 6rneklerde en yiiksek durumda; kontrol ve
4°C uygulamasina ait drneklerde ise, en diisiik seviyede saptanmustir. SI’nin aylik degisimi
incelendiginde ise; Sekil 2.2 den goriildiigl lizere deneme ydresindeki hava sicakliklarinin
en yiiksek oldugu aylarda (Temmuz ve Agustos) Si’nin en diisiik; hava sicakliklarinin en
diisiik oldugu aylarda ise Si’nin en yiiksek oldugu goriilmektedir. Aymi sekilde hava
sicakliklarinin diismeye basladigi sonbahar aylarinda sukrozun artma egiliminde oldugu,
tersine hava sicakliklarinin yilikselmeye basladigi ilkbahar aylarinda sukrozun azalma
egiliminde oldugu tespit edilmistir. Yil, sicaklik, ay arasindaki biitliin interaksiyonlar
icerisinde sadece Yil*Sicaklik interaksiyonu istatistiki olarak Onemsiz, diger biitiin

interaksiyonlar ise 6nemli bulunmustur (Ek-10).

3.4. Katalaz Enzim Aktivitesi

3.4.1. Yapraklarda katalaz enzim aktivitesi

“Gemlik” zeytin ¢esidi’nde yapraklarda yillara, sicakliklara ve aylara gore katalaz

enzim aktivitesi (CAT) degisimi Sekil 3.10 ve Cizelge 3.6’da goriilmektedir.

Kontrol grubu yaprak 6rneklerinde CAT aktivitesinin, birinci deneme yilinda Mayis
ayindan itibaren dogrusal olarak azalarak Temmuz ayinda en diisiik seviyeye (11.11
umol/mgprotein); Agustos ayindan itibaren ise, dogrusal olarak artarak Aralik ayinda
(swrastyla 74.24 pmol/mgprotein) en yliksek seviyeye ulastigi tespit edilmistir. Ocak ve
Subat aylarinda CAT aktivitesinde ani bir azalis belirlenmis; ancak bu Temmuz ayindan
daha yiiksek bir seviyede saptanmustir. Ikinci deneme yilinda ise, Mayis ayindan itibaren

dogrusal bir azalma gosteren CAT aktivitesi, Temmuz ayindan Ekim ayina kadar asagi
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Sekil 3.10. “Gemlik” zeytin ¢esidinde yapraklarda yillara, aylara ve sicakliklara gore katalaz
aktivitesinin (CAT-pmol/mgprotein) degisimi. Dikey barlar tekerriirlerin
+SS’larini gostermektedir.
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yukar1 sabit bir seyir takip etmistir. Ekim ayindan itibaren artis e8ilimine giren CAT
aktivitesi Kasim ayindaki keskin atigla birlikte en yiiksek seviyeye (60.19 pmol/mgprotein)
ulagmistir. Bu aktivite Aralik ayinda da degismemis, ancak birinci deneme yilina parelel
olarak Ocak ve Subat aylarinda ani bir azalma gdstermistir. Mart ve Nisan aylarinda ise
tekrar yiikselis saptanmistir. Her iki deneme yili itibariyle, ilkbahar aylarindan (Mart ve
Nisan) itibaren tekar artis egilimi belirlenmistir. Birinci deneme yilinda Aralik ayinda;
ikinci deneme yilinda ise Kasim ayinda CAT aktivitesinde gerceklesen keskin artis dikkate

deger goriilmiistiir.

4°C disiik sicaklik uygulamasinda yapraklarda genel olarak yillar arasinda uyum
s0z konusudur. Ancak bazi aylarda farkililiklar goriilmiistiir. Buna gore; her iki deneme
yilinda Eyliill aymna kadar sabit seyir izleyen CAT aktivitesi, Eyliil’de birinci deneme
yilinda bir miktar artmis, ikinci deneme yilinda ise bir miktar azalmistir. Ekim ayinda ise,
birinci deneme yilinda tekrar yaz aylari seviyelerine diisen enzim aktivitesi, ikinci deneme
yilinda yiikselis egilimine girmistir. Kasim ayi itibariyle her iki deneme yilinda keskin bir
yiikselis saptanan CAT aktivitesi, Aralik ayinda birinci deneme yilinda asag1 yukar: sabit
kalmis, ikinci deneme yilinda ise yiikselis seyrine devam ederek en yiiksek aktivite
seviyesine ulagsmistir. Ocak ayinda kontrol orneklerinde oldugu gibi CAT aktivitesinde
keskin bir azalis tespit edilmistir. Subat ayindan itibaren birinci deneme yilinda dalgali bir

seyir izleyen CAT aktivitesi, ikinci deneme yilinda yaklasik sabit kalmustir.

-5°C disiik sicaklik uygulamasi itibariyle CAT aktivitesi birinci deneme yilinda,
Ekim ayma kadar sabit seyir izlemis, Ekim ayinda ise, bir miktar diisiis ger¢eklesmistir.
Kasim ayinda (35.46 umol/mgprotein) ani ylikselis belirlenen CAT aktivitesinde Aralik ay1
(44.83 pmol/mgprotein) ile birlikte en yiiksek seviyeye ulasmustir. Ikinci deneme yilinda
ise CAT aktivitesi, birinci deneme yilina parelel olarak Ekim ayina kadar yaklasik ayni
seviyelerde seyretmis ancak Ekim ayindan itibaren artarak Kasim, Aralik aylarinda
(strastyla 49.06 umol/mgprotein ve 50.00 umol/mgprotein) en yliksek seviyeye ulagmistir.
Her iki deneme yilinda da Ocak ayindan itibaren ise keskin bir azalis tespit edilen CAT

aktivitesinde, Mart ve Nisan ayinda azalig seyrini siirmiistiir. Uygulama sicakliklar1 dikkate
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alindiginda -5°C uygulamasinda Mart ve Nisan aylarindaki CAT aktivitesindeki diisiis

dikkate deger goriilmiistiir.

-10°C uygulamasinda genel olarak her iki deneme periyodunda CAT enzim
aktivitesi yaz aylarinda diisiik, sonbahar ve kis aylarinda ise, yiiksek olarak tespit edilmistir.
En diisik CAT aktivitesi birinci deneme yili igin Mart (1.31 pumol/mgprotein), ikinci
deneme yili i¢in Eyliil ayinda (3.85 umol/mgprotein), en yiikksek CAT aktivitesi ise, birinci
deneme yili i¢cin Kasim ay1 (33.39 umol/mgprotein); ikinci deneme yili i¢in ise, Kasim
(29.03 pumol/mgprotein), Aralik (31.13 pmol/mgprotein) ve Ocak (29.11 pumol/mgprotein)
aylarinda belirlenmistir. Her iki deneme yil1 i¢inde 6zellikle Kasim ayindaki ani artis ve

Mart ayindaki keskin azalisg dikkate deger goriilmiistiir.

Genel olarak -20°C uygulamasi itibariyle yillar arasinda uyum s6z konusudur. Buna
gore, tim aylardaki CAT aktivitesi ¢cok azalmistir. Bununla birlikte Ekim- Subat aylari
arasindaki CAT aktivitesi, yaz aylarindaki CAT aktivitesine gore yliksek durumda

saptanmistir. Bu uygulama itibariyle Mart ayindaki ani azalis dikkate deger goriilmiistiir.

“Gemlik” zeytin ¢esidinde yapraklarda yillarin, diisiik sicaklik uygulamalarinin ve
aylarin CAT aktivitesi iizerine etkileri Cizelge 3.6’da goriilmektedir. Cizelgeye gore;
yillarin etkisi istatistiki agidan 6nemsiz; diisiik sicaklik uygulamalarinin ve aylarin etkileri
ise 6nemli bulunmustur. Diisiik sicaklik uygulamalar1 dikkate alindiginda CAT aktivitesi,
en yiksek kontrol Orneklerinde (29.12 pmol/mgprotein) belirlenirken; uygulama
sicakliklarinin diismesine parelel olarak azalan aktivite -20°C uygulamasinda (8.54
umol/mgprotein) en diisiik seviyede belirlenmistir. Aylar dikkate alindiginda CAT
aktivitesi, Agustos, Eylill aylarinda en diisik seviyede (sirasiyla 9.98 ve 9.54
umol/mgprotein) saptanirken; Kasim ayinda keskin bi¢cimde artig gostererek Aralik ayi ile
beraber (sirasiyla 37.44 pmol/mgprotein ve 39.48 pmol/mgprotein) en yiiksek seviyeye

ulasmistir. Yil, sicaklik, ay arasindaki biitiin interaksiyonlar igerisinde Yil*Sicaklik ve
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Yil*Sicaklik* Ay interaksiyonu istatistiki olarak énemsiz, diger interaksiyonlar ise, onemli

bulunmustur (Ek-11).

Cizelge 3.6. “Gemlik” zeytin cesidinde yapraklarda ve kabuklarda yillara, sicakliklara ve
aylara gore katalaz aktivitesi (umol/mgprotein)

Katalaz Aktivitesi (umol/mgprotein)

Degiskenler Yaprak Kabuk
Yil
1. Y1l 19.13*4 14.09
2. Y1l 18.81° 15.31°
Uygulamalar
Kontrol 29.12% 18.16%
4°C 24.14° 17.71%
-5°C 18.80° 13.98°
-10°C 13.77¢ 12.31°
20°C 8.54° 11.72¢
Aylar
Mayis 14.17% 10.220¢
Haziran 11.50° 12.19%%
Temmuz 10.52°F 9.51°
Agustos 9.98" 13.22°
Eyliil 9.71" 12.47%
Ekim 12.72°F 9.60°®
Kasim 37.44° 19.93°
Aralik 39.48* 27.12%
Ocak 24.08° 27.82°
Subat 19.96° 19.14°
Mart 17.16% 7.328
Nisan 17.59% 8.85%
ANOVA )
Yil x Ay * ?‘D
Y1l x Sicaklik 0D 0.D

* *

Ay x Sicaklik '
Y1l x Sicaklik x Ay 0D *

“ Ayni siitiin ve degiskenlerde farkli harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda %S5 diizeyinde farklilik vardir
(Duncan).
OD, " %5 diizeyinde sirastyla énemli degil ve onemli.
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3.4.2. Kabuklarda katalaz anzim aktivitesi

“Gemlik” zeytin ¢esidi’nde kabuklarda yillara, sicakliklara ve aylara gore CAT

enzim aktivitesinin degisimi Sekil 3.11 ve Cizelge 3.6’da goriilmektedir.

Kabuklarda kontrol grubu 6rneklerinde CAT aktivitesi genel olarak yaz aylari ve
sonbaharin baglangicinda en diisiik, sonbaharin sonu ve kis aylarinin baslangicinda ise, en
yiiksek olarak tespit edilmistir. Buna gore, CAT aktivitesi birinci deneme yilinda Eyliil;
ikinci deneme yilinda ise, Temmuz, Eyliil ve Ekim aylarinda en diisiik bulunurken, her iki
deneme yilinda da Aralik ayinda en yiiksek seviyede belirlenmistir. Ote yandan her iki
deneme yilinda da Mart ayindan itibaren belirgin diisiis oldugu gozlenmistir. Ornegin
birinci deneme yilinda Eyliil ayinda CAT aktivitesi 4.04 pumol/mgprotein iken bu miktar
Kasim ayinda 29.21 upmol/mgprotein ve Mart ayinda 12.59 pmol/mgprotein olarak

saptanmustir.

4°C diisiik sicaklik uygulamasinda birinci deneme yilinda minimum CAT aktivitesi
Mart aymda (4.03 umol/mgprotein); ikinci deneme yilinda Mayis ayinda (8.75
umol/mgprotein); en yiiksek aktivite ise birinci deneme yilinda Aralik ve Ocak aylarinda
(strastyla 27.58 umol/mgprotein ve 23.89 umol/mgprotein); ikinci deneme yilinda Haziran

ay1 ve Kasim—Subat aylar1 arasinda (23.89-28.08umol/mgprotein) saptanmustir.

Yillar itibariyle degerlendiginde, kabuklarda -5°C uygulamasinda CAT aktivitesi
acisindan bir uyum s6z konusudur. Buna gore, CAT aktivitesinde Mayis ayindan itibaren
Ekim ayma kadar hafif artma egilimi goriilmiis olsa da, bu artig istatistiki olarak dnemli
bulunmamistir. Ekim ayinda CAT aktivitesinde her iki deneme periyodunda da bir azalis;
Kasim ayinda ise, ani bir artis ger¢eklesmistir. Ozellikle birinci yi1lda daha belirgin bir artis
s06z konusu olmustur. Bunu takiben Mart ayma kadar CAT aktivitesi yliksek seviyelerde

seyretmis, Mart ve Nisan aylarinda ise, ani olarak azalma belirlenmistir.



100

Deneme il
B 1l
B2yl

K& Omal fmg protein)

K&l Omalfmg protein)

KA Omalfmg protein)

T(-10y°C

KAl Omol fmg protein

+(-20°C

K& Omal fmg protein)

May Haz Tem Agu E Eki Kas Ara Oca Sub Mar HNis

Aylar

Sekil 3.11.”Gemlik” zeytin cesidinde kabuklarda yillara, sicakhiklara ve aylara gore katalaz
aktivitesinin (CAT-pmol/mgprotein) degisimi. Dikey barlar tekerriirlerin
£SS’larim gostermektedir.
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-10°C distik sicaklik uygulamasinda her iki deneme yilinda da genel olarak CAT
aktivitesi yaz aylarinda diisiik bulunurken, birinci deneme yilinda Kasim, ikinci deneme
yilinda Aralik ayindan itibaren artmaya baglayarak, her iki deneme periyodunda da Ocak
ay1 i¢in en yliksek seviyede (sirasiyla 37.09 pumol/mgprotein ve 25.54 pumol/mgprotein)
saptanmistir. Subat ayindan itibaren CAT aktivitesinde dogrusal bir azalis seyri

belirlenmistir.

Genel olarak -20°C uygulamasinda yillar arasinda bir uyum s6z konusundur. Bazi
aylarda ise istatistiksel farklilik belirlenmistir. Buna gore, CAT aktivitesi en diisiik birinci
deneme yilinda Mart (3.84 pmol/mgprotein) ve Nisan (2.45 pumol/mgprotein) aylarinda,
ikinci deneme yilinda Haziran (4.38 pmol/mgprotein) ayinda saptanmis; en yiiksek CAT
aktivitesi ise, her iki deneme yili yilinda da Aralik (sirasiyla 31.27 pmol/mgprotein ve
18.61umol/mgprotein) ve Ocak aylarinda (37.76umol/mgprotein ve 18.40 umol/mgprotein)
belirlenmistir. Ocak ve Subat aylarinda birinci deneme yilinda CAT aktivitenin yiiksek
olusu dikkat ¢ekici bulunmustur. Her iki deneme yilinda da Subat ayinda bir miktar azalan

CAT aktivitesi Mart ve Nisan aylarinda keskin bir sekilde diigmiistiir.

“Gemlik” zeytin ¢esidinde kabuklarda yillarin, diisiik sicaklik uygulamalarinin ve
aylarin CAT aktivitesi iizerine etkileri Cizelge 3.6’da goriilmektedir. Cizelgeye gore;
yillarin, diisiik sicaklik uygulamalarinin ve aylarin etkisi istatistiki agidan Onemli
bulunmustur. Diisiik sicaklik uygulamalar1 dikkate alindiginda CAT aktivitesi, kontrol’e
(18.16 umol/mgprotein) gore 4°C uygulamasinda (17.17 pumol/mgprotein) degismez iken,
-5°C (13.98 umol/mgprotein) ve -10°C uygulamalarinda (12.31 umol/mgprotein) aktivite
bir miktar azalmig, -20°C (11.72 pmol/mgprotein) uygulamasinda ise -10°C uygulamasi ile
ayni istatistiki grup i¢inde yer almigtir. Aylar géz o6ntinde bulunduruldugunda ilk bahar ve
yaz aylarinda diisiik CAT aktivitesi belirlenirken; kis aylarinda aktivite yiliksek durumda
saptanmistir. Ornegin, Temmuz ayinda CAT aktivitesi 9.51 pmol/mgprotein iken, bu deger
Eyliil ayinda 12.45 pmol/mgprotein; Ocak ayinda 27.82 umol/mgprotein ve Mart ayinda

7.32 umol/mgprotein olarak saptanmustir. Yil, sicaklik ve ay arasindaki biitlin
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interaksiyonlar igerisinde Y1l*Ay ve Yil*Sicaklik interaksiyonu istatistiki olarak 6nemsiz,

diger interaksiyonlar ise 6nemli bulunmustur (Ek-12).

3.5. Askorbat Peroksidaz Enzim Aktivitesi

3.5.1. Yapraklarda askorbat peroksidaz enzim aktivitesi

“Gemlik” zeytin c¢esidi’nin yapraklarinda yillara, sicakliklara ve aylara gore
askorbat peroksidaz enzim aktivitesinin (APRX) degisimi Sekil 3.12 ve Cizelge 3.7°de

goriilmektedir.

Yapraklarda kontrol grubunda APRX aktivitesi, her iki deneme yilinda Haziran
aymda en diisiik bulunurken, Kasim aymda en yiiksek durumda saptanmuslardir. Ote
yandan Kasim ayinda keskin bir artis gosteren APRX aktivitesi, Subat ayinda Ekim ay1
seviyelerine gerilemistir. Bunu takiben Mart ayinda APRX aktivitesinde keskin bir diisiis
gerceklesmistir. Orne@in, birinci deneme yilinda Ekim ayinda APRX aktivitesi 0.95
umol/mgprotein iken bu deger Kasim ayinda 1.64 pmol/mgprotein, Subat aymda 0.92

umol/mgprotein ve Mart ayinda 0.11 pmol/mgprotein olarak saptanmustir.

APRX aktivitesi 4°C diisiik sicaklik uygulamasinda birinci deneme yilinda Haziran
ayindaki keskin diisiisii takiben Temmuz ayindan itibaren sonbahara kadar artma egilimine
girmistir. Bunu takiben, sonbahardan Subat aymna kadar yiiksek seviylerde kalan APRX
aktivitesi, Subat ayindan itibaren dogrusal azalma gdstermistir. ikinci deneme yilinda ise,
APRX aktivitesi Mayis-Agustos aylar1 arasi sabit seyir izlemis ve Eyliil ayindan itibaren
artis egilimine girerek en yiiksek seviyeye Ocak ayinda (1.37 umol/mgprotein) ulagmistir.
Bu aydan sonra ilk deneme yilinda oldugu gibi kademeli diislis ger¢eklesmistir. Genel
olarak, APRX aktivitesi her iki deneme yilinda da sonbahar ve kis aylarinda nispeten

yiiksek seviyelerde belirlenmistir.
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Sekil 3.12. “Gemlik” zeytin cesidinde yapraklarda yillara, sicakliklara ve aylara gore
askorbat peroksidaz aktivitesinin (APRX-pmol/mgprotein) degisimi. Dikey barlar
tekerriirlerin £ SS’larim1 gostermektedir.
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Her iki deneme yili i¢in -5°C uygulamasinda asag1 yukari1 Eyliil ayina kadar sabit
seyir izleyen APRX aktivitesi (birinci deneme yili i¢in Agustos harig), Eyliil-Ekim
aylarinda keskin bi¢cimde artmustir. Artis seyrini siirdiiren APRX aktivitesinde en yiiksek
seviyeler birinci deneme yilinda Kasim ayinda (1.57 pmol/mgprotein); ikinci deneme
yilinda Ocak ayinda (1.38 pumol/mgprotein) belirlenmistir. Genel olarak, APRX aktivitesi
kis aylarinda diger aylara gore daha yiiksek seviyelerde olmasina karsin, birinci deneme
yilinda Aralik ayindan itibaren kademeli diisiis seyrine girmis ve Nisan ayinda (0.10
pmol/mgprotein) en diisiik enzim aktivitesi belirlenmistir. Ikinci deneme yilinda ise,
aktivitede Subat ayinda ani bir azalma saptanmis ve Nisan ayina kadar ayni seviyelerde

kalmustir.

-10°C uygulamasinda APRX aktivitesinin artig ve azalis egilimlerinde genel olarak
yillar arasinda bir uyum séz konusudur. Ancak bazi aylarda farkliliklar gortilmiistiir. Buna
gore; her iki deneme yilinda APRX aktivitesi Haziran ayindaki azalisin ardindan Kasim
ayina kadar ¢ok diisiik seviyelerde (0.10-0.22 pumol/mgprotein) kalmistir. APRX aktivitesi
Kasim ayindaki keskin bir artigla en yiiksek seviyesine birinci deneme yilinda Ocak ve
Subat aylarinda (sirasiyla, 1.50 umol/mgprotein ve 1.88 pumol/mgprotein); ikinci deneme
yilinda ise, Ocak ayinda (1.91 pumol/mgprotein) ulagsmistir. Birinci deneme yilinda aktivite
en yiiksek seviyelerde iken; ikinci deneme yilinda bir miktar diisiis belirlenmistir. Her iki
deneme yilinda da Mart ve Nisan aylarinda ise, APRX enzim aktivitesindeki keskin azalig

dikkate deger goriilmiistiir.

APRX -20°C distik sicaklik uygulamasinda, birinci deneme yilinda Mayis’tan
Subat ayina kadar; ikinci deneme yilinda Mayis’tan Ekim ayina kadar hemen hemen sabit
bir seyir takip etmis, ancak sicakliklarin diigmeye basladig1 (Sekil 2.2) bu aylardan itibaren
artis gostererek Ocak ve Subat aylarinda en yiiksek aktiviteye (1.18-1.60 pmol/mgprotein)
sahip olmustur. -10°C’de oldugu gibi bu uygulamada da Mart ve Nisan aylarinda APRX

aktivitesindeki keskin azalis dikkate deger goriilmiistiir.
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“Gemlik” zeytin c¢esidinde yapraklarda yillarin, diisiik sicaklik uygulamalarinin ve
aylarin APRX aktivitesi lizerine etkileri Cizelge 3.7’de goriilmektedir. Cizelgeye gore;
diisiik sicaklik uygulamalarinin ve aylarin etkisi istatistiki agidan 6nemli; yillarin etkisi
onemsiz bulunmustur. Diisiik sicaklik uygulamalar1 dikkate alindiginda APRX aktivitesi,
kontrol’e (0.72 umol/mgprotein) gore 4°C (0.71 umol/mgprotein) ve -5°C uygulamasinda
(0.72 umol/mgprotein) degismez iken, -10°C uygulamasinda (0.53 pmol/mgprotein)
aktivite bir miktar azalmis, -20°C uygulamasinda ise, en diisiik APRX aktivitesi (0.36
umol/mgprotein) tespit edilmistir. Aylar géz 6niinde bulunduruldugunda ilkbahar ve yaz
aylarinda diisik APRX aktivitesi belirlenirken; sonbahar aylarindan itibaren aktivite
yiikselmeye baslamis ve kis aylarinda en yiiksek seviyede saptanmistir. Ornegin, Temmuz
ayinda APRX aktivitesi 0.30 umol/mgprotein iken, bu deger Ekim ayinda 0.56
umol/mgprotein; Ocak ayinda 1.40 pmol/mgprotein ve Mart ayinda 0.37 pmol/mgprotein
olarak saptanmistir. Yil, sicaklik ve ay arasindaki biitlin interaksiyonlar istatistiki olarak

onemli bulunmustur (Ek-13).

3.5.2. Kabuklarda askorbat peroksidaz enzim aktivitesi

“Gemlik” zeytin ¢esidi’'nde kabuk orneklerinde yillara, sicakliklara ve aylara gore

APRX aktivitesinin degisimi Sekil 3.13 ve Cizelge 3.7°de goriilmektedir.

Kontrol grubu kabuk 6rneklerinde genel olarak, tiim aylarda birinci deneme yilinda
APRX aktivitesi ikinci deneme yilina gore daha yiiksek tespit edilmistir. Her iki deneme
yilinda da Mayis’tan Ekim ayina kadar enzim aktiviesi hemen hemen sabit bir seyir takip
etmis ancak Ekim ayindan itibaren artis belirlenmigtir. Birinci deneme yilinda Kasim
ayinda da ytiksek seviyelerde seyreden APRX, Aralik ayinda bir miktar azalmistir. Subat
ayindan itibaren azalis gosteren APRX aktivitesi daha sonraki aylarda asagi yukari sabit
kalmustir. ikinci deneme yilinda ise APRX enzim aktivitesi, Ekim ayindan Ocak ayina

kadar yiiksek seviyelerde seyretmis, ancak Ocak ayindaki bir miktar azalisin ardindan
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Subat ayinda tekrar bir miktar artig géstermistir. Bu deneme yil1 itibariyle Mart ve Nisan

aylarindaki APRX aktivitesindeki azalis onemli goriilmiistiir.

Cizelge 3.7. “Gemlik” zeytin cesidinde yapraklarda ve kabuklarda yillara, sicakhiklara ve
aylara gore askorbat peroksidaz enzim aktivitesi (umol/mgprotein)

Askorbat Peroksidaz Aktivitesi (umol/mgprotein)

Degiskenler Yaprak Kabuk
Yil
1. Y1l 0.62* 1.69°
2. Y1l 0.59 0.91°
Uygulamalar
Kontrol 0.72% 1.44%
4°C 0.71 1.45°
-5°C 0.72° 1.53°
-10°C 0.53° 1.27°
-20°C 0.36° 0.75°
Aylar
Mayis 0.44°f 1.16%
Haziran 0.288 1.06%
Temmuz 0.308 0.94%
Agustos 0.268 0.97%
Eyliil 0.54% 1.30°
Ekim 0.56" 2.14°
Kasim 1.00° 2.06°
Aralik 1.04% 1.75°
Ocak 1.40° 1.79°
Subat 1.12° 1.19¢
Mart 037" 0.76°
Nisan 0.28¢8 0.56"
ANOVA
Yil x Ay " *
Y1l x Sicaklik : oD

* *

Ay x Sicaklik ‘
Yil x Sicaklik x Ay * O.D

“ Ayni siitiin ve degiskenlerde farkli harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda %S5 diizeyinde farklilik vardir
(Duncan).
OD, " %5 diizeyinde sirastyla 6nemli degil ve Gnemli.

Kabuklarda 4°C diisiik sicaklik uygulamasinda her iki deneme yili

karsilastirildiginda, APRX aktivitesinin artis ve azalis egilimleri birinci deneme yilinda
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Sekil 3.13. “Gemlik” zeytin cesidinde kabuklarda yillara, sicakliklara ve aylara gore askorbat
peroksidaz enzim aktivitesinin (APRX-pmol/mgprotein) degisimi. Dikey barlar
tekerriirlerin = SS’larim gostermektedir.
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ikinci deneme yilina gore daha keskin olmustur. Buna gore, APRX aktivitesi birinci
deneme yilinda Mayis ayindan Ekim ayina kadar sabit seyir izlemis; bunu takiben Ekim
ayinda ani bir artis saptanmistir. Bu deneme yilinda enzim aktivitesi yiikselis seyirini
siirdirerek Kasim ayinda en yiiksek degere (3.21 pmol/mgprotein) ulagsmistir. Takiben
APRX aktivitesi, Aralik ayinda bir miktar diigiis gostermis, ancak Ocak ayinda tekrar Ekim
ay1 seviyelerine ulasmistir. APRX aktivitesi Subat ayindaki diisiisiin ardindan, Mart-Nisan
aylarinda keskin bir azalis seyrine girmistir. Ikinci deneme yilinda ise, Temmuz aymdaki
bir miktar artisin ardindan Kasim ayima kadar sabit seyir izleyen APRX aktivitesi, birinci
deneme yilinda oldugu gibi Kasim ayinda artarak en yiiksek degere (2.12 umol/mgprotein)
ulasmistir. Ancak bu deneme yili itibariyle enzim aktivitesindeki artis c¢ok keskin
olmamistir. Aralik ve Ocak aylarindaki hafif bir azalma belirlenirken, Subat ayindaki diisiis
keskin olarak belirlenmistir. Mart ayinda ayn1 seviyelerde kalan aktivite Nisan aymda bir

miktar daha azalarak en diisiik seviyede (0.12 pmol/mgprotein) tespit edilmistir.

-5°C’de birinci deneme yilinda Ekim; ikinci deneme yilinda Eyliil ayina kadar sabit
seyir izleyen APRX aktivitesi, her iki deneme yilinda da bu aylardan itibaren artis
gostermistir. Hem birinci hem de ikinci deneme yili itibariyle en yiiksek APRX aktivitesi
Ekim ayinda (sirastyla, 3.27 pumol/mgprotein ve 2.81 umol/mgprotein) belirlenmistir. Her
iki deneme yilinda da Kasim ayimdaki bir miktar azalis1 takiben, birinci deneme yilinda
Mart ayina, ikinci deneme yilinda Subat aymna kadar ayni seviyelerde kalmistir. Bu

aylardan sonra ise, belirgin diisiisler gériilmiistiir.

APRX aktivitesi -10°C uygulamasinda, birinci deneme yilinda Ekim ayina kadar;
ikinci deneme yilinda ise Temmuz ayindaki bir miktar azalisin haricinde Eyliil ayina kadar
sabit seyir takip etmistir. Her iki deneme yilinda da bu aylardan itibaren belirgin artis
gorlilmiistiir. Birinci deneme yilinda kis aylarn siiresince artis ve azalislar seklinde
dalgalanmalar olmus, ancak genel olarak APRX aktivitesi yaz aylarina gore yiiksek
seviyelerde (Aralik ay1 hari¢) seyretmistir. Bu deneme yilinda Mart ayindaki keskin diisiis
dikkate deger bulunmustur. Ikinci deneme yilinda ise, APRX enzim aktivitesi Eyliil
ayindaki yiikselisi takiben Subat’a kadar asag1 yukar: sabit kalmis ancak Subat ayinda ani
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azalma saptanmistir. Bu aylardan sonra her iki deneme yilinda da APRX aktivitesi hemen

hemen degismemistir.

Sekil 3.13 incelendiginde -20°C’de, birinci deneme yilinda APRX aktivitesinde
Haziran ayindaki azalisin ardindan, Ekim ayina kadar kademeli olarak artig gerceklesmistir.
Subat ayina kadar yiiksek seviyelerde kalan APRX aktivitesi, Subat ayindan itibaren azalig
seyirine girmistir. ikinci deneme yilinda ise, APRX aktivitesinde Mayis’tan Agustos ayina
kadar dogrusal bir azalig belirlenmistir. Bu yil itibariyle APRX aktivitesi Agustos ayindan
itibaren yavas bir yiikselis seyrine girmistir. Takiben Aralik ayindaki belirgin yiikselis ile
en yliksek seviyesine (1.32 umol/mgprotein) ulagmigtir. Bu aydan sonra ise APRX enzim
aktivitesi Mart ayina kadar dogrusal bir azalis gostererek Mart ayinda en diisiik seviyeye
ulagmistir. Bu deneme yili itibariyle APRX aktivitesinde Nisanda bir miktar yiikselis

belirlenmistir.

“Gemlik” zeytin ¢esidinde kabuklarda yillarin, diisiik sicaklik uygulamalarinin ve
aylarin APRX aktivitesi ilizerine etkileri Cizelge 3.7°de goriilmektedir. Cizelgeye gore;
yillarin, diisiik sicaklik uygulamalarinin ve aylarin etkisi istatistiki agidan Onemli
bulunmustur. Yillar itibariyle, APRX aktivitesi birinci deneme yilinda (1.69
umol/mgprotein) ikinci deneme yilina (0.91 pumol/mgprotein) gdére daha yiiksek olarak
tespit edilmistir. Diisiik sicaklik uygulamalart dikkate alindiginda APRX, kontrol’e (1.44
umol/mgprotein) goére 4°C (1.45 pmol/mgprotein) ve -5°C uygulamasinda (1.53
umol/mgprotein) degismez iken, -10°C uygulamasinda aktivite bir miktar azalmis (1.27
umol/mgprotein), -20°C uygulamasinda ise, 0.75 pmol/mgprotein ile en diisiik diizeyde
tespit edilmistir. Aylar géz oniinde bulunduruldugunda en diisiik APRX aktivitesi 0.56
umol/mgprotein olarak Nisan ayinda belirlenmistir. Kabuklarda yapraklardan farkli olarak
sonbahar aylarindaki APRX aktivitesi kis aylarindan daha yiiksek durumda bulunmustur.
Ornegin, APRX aktivitesi 2.14 umol/mgprotein ile Ekim ve 2.06 pumol/mgprotein ile
Kasim ayinda saptanirken, Ocak ve Subat aylarindaki aktivite sirasiyla 1.79

umol/mgprotein ve 1.19 umol/mgprotein olmustur. Yil, sicaklik ve ay arasindaki biitiin
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interaksiyonlarda; Yil*Ay ve Ay*Sicaklik interaksiyonlar1 istatistiki olarak 6nemli;
Yil*Sicaklik ve Yil*Sicaklik* Ay interaksiyonlar ise istatistiki olarak dnemsiz bulunmustur

(Ek-13).

3.6. Toplam Céziinebilir Protein Icerigi

3.6.1. Yapraklarda toplam ¢oziinebilir protein icerigi

“Gemlik” zeytin ¢esidi yapraklarinda yillara, sicakliklara ve aylara gore toplam
¢Oziinebilir protein icerigi (TCP) iceriginin degisimi Sekil 3.14°’de ve Cizelge 3.8’de

goriilmektedir.

Kontrol grubunda yapraklarda TCP igeriginin degisimi genel olarak her iki deneme
yilinda da mevsimsel olarak birbirine uyumlu goriilmektedir. TCP igeriginde oOzellikle
Kasim ayindaki artis ve bahar aylariin baslangicindaki azalis 6nemli goriilmiistiir. Ancak
aylar bazinda ele alindiginda, yillar arasinda TCP igeriginin artis ve azalis egilimlerinde
farkliliklar oldugu belirlenmistir. Buna gore; birinci deneme yilinda TCP igerigi Mayis
ayindan Eyliil ayina kadar ayni seviyelerde devam ederken, Eyliil ayindan itibaren artig
egilimine girmistir. Bunu takiben, TCP igerigi Kasim ayinda en yiiksek seviyede (11.63
mg/gTA) tespit edilirken, ki aylarinda da diger mevsimlere gore daha yiliksek TCP igerigi
(Aralik 10.45 mg/gTA Ocak 9.29 mg/gTA ve Subat 8.98 mg/gTA) belirlenmistir. Bahar
aylarinin baslangicinda (Mart ve Nisan) ise, TCP igerigi belirgin sekilde azalmistir. Ikinci
deneme yilinda, TCP igerigi Mayis ve Haziran aylarinda yaklasik ayni seviyelerdeyken
Temmuz ve Agustos aylarinda bir miktar diismiistiir. Eylil ayina gelindiginde ise, TCP
icerigi tekrar artarak Mayis ve Haziran ay1 seviyelerine gelmistir. Bunu takiben, TCP
igeriginde Ekim ayinda bir azalis olmus ancak Kasim ayinda tekrar artarak bu yil itibariyle
en yiiksek seviyeye (10.97 mg/gTA) ulasmistir. Birinci deneme yilinda oldugu gibi, kis
aylarinda TCP igerigi diger aylara gore yiiksek olmustur. Bu deneme yili itibariyle bahar
aylarinda ise, TCP igerigi Subat ayindan daha diisiik bulunmustur.
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Sekil 3.14. “Gemlik” zeytin cesidinde yapraklarda yillara, sicakliklara ve aylara gore toplam
¢oziinebilir protein iceriginin (TCP - mg/gTA) degisimi. Dikey barlar tekerriirlerin
+ SS’larim gostermektedir.
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4°C diisiik sicaklik uygulamasinda genel olarak yillar arasinda uyum séz konusudur.
Ancak bazi aylarda farkililiklar goriilmiistiir. Buna gore; birinci deneme yilinda TCP igerigi
Mayis (4.56 mg/gTA), Haziran (4.15 mg/gTA) aylarinda en diisiik durumda saptanmas;
Temmuz ayindan itibaren TCP igerigi artarak Kasim ayinda en yiiksek seviyeye (11.00
mg/gTA) ulasmistir. Bundan sonraki aylarda ise artis ve azalislar seklinde dalgalanma
goriilmiistiir. Bu aylar icerisinde Mart aymndaki azalis dikkat cekici bulunmustur. Ikinci
deneme yilinda TCP igeriginde Mayis ve Haziran aylarindan sonra diisiis gerceklesmis,
takiben Kasim ayma kadar aynmi seviyelerde kalmistir. Kasim ayindan itibaren TCP
iceriginde artig ve azalislar seklinde dalgalanma belirlenmis ancak en yiiksek TCP igerigi
Subat ayinda (9.87 mg/gTA) tespit edilmistir. Birinci deneme yilinda oldugu gibi TCP

iceriginde bahar aylarindaki (Mart ve Nisan) azalis 6nemli bulunmustur.

-5°C’de TCP igerigi birinci deneme yilinda Mayis’tan Ekim ayina kadar hafif
dalgalanmalarla devam etmistir. Bunu takiben, Ekim ayindan itibaren kis aylari siiresince
diger aylara gore TCP icerigi daha yiiksek seviyede belirlenmistir. Mart ve Nisan aylarina
gelindiginde, TCP igerigi belirgin olarak azalmistir. ikinci deneme yilinda, Subat ayinda en
yiiksek TCP igerigi (7.78 mg/gTA) saptanmistir. Diger aylarda ise, TCP iceriginde hafif

artiglar ve azaliglar goriilmekle birlikte, miktarlar arasindaki degisimler ¢ok net olmamaistir.

-10°C’de her iki deneme yilinda da yapraklarda TCP igeriginin yaz ve kis
mevsimleri arasindaki degisimi ¢ok belirgin olmustur. Buna gore, TCP igerigi birinci
deneme yilinda Agustos (0.10 mg/gTA), ikinci deneme yilinda ise Agustos (0.13 mg/gTA)
ve Eyliil (0.45 mg/gTA) aylarinda en diisiik seviyelerde belirlenmistir. Bu aylar takiben her
iki deneme yilinda da hizli protein birikimi ile beraber birinci deneme yilinda Ocak (6.68
mg/gTA) ve Subat (6.36 mg/gTA) aylarinda; ikinci deneme yilinda Subat ayinda (7.17
mg/gTA) en yiiksek seviyede TCP igerigi tespit edilmistir. Bu aylardan sonra her iki

deneme yilinda da toplam protein igeriginde kademeli azalma saptanmustir.

-20°C uygulamasinda, her iki deneme yilinda da Haziran ayindan itibaren azalma

tespit edilen TCP igeriginde birinci deneme yilinda Temmuz (0.20 mg/gTA) ve Agustos
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(0.11 mg/gTA) aylarinda, ikinci deneme yilinda ise Agustos (0.05 mg/gTA) ve Eyliil (0.02
mg/gTA) aylarinda en diisiik seviye saptanmistir. Takiben artig egilimine giren TCP igerigi
birinci deneme yilinda Subat (4.18 mg/gTA) ayinda ikinci deneme yilinda Ocak (4.56
mg/gTA) aymnda en yiiksek seviyelere ulagsmistir. Diger uygulamalarda oldugu gibi Mart ve

Nisan aylarinda her iki deneme yilinda da TCP igeriginde kademeli azalma ger¢eklesmistir.

“Gemlik” zeytin ¢esidinde yapraklarda yillarin, diisiik sicaklik uygulamalarinin ve
aylarin TCP igerigi iizerine etkileri Cizelge 3.8’de goriilmektedir. Cizelge incelendiginde;
diisiik sicaklik uygulamalarmin ve aylarin etkisi istatistiki agidan Snemli bulunurken,
yillarin etkisi 6nemsiz bulunmustur. Uygulama sicakliklar1 diistiikce TCP igeriginin
azaldigr goriilmektedir. Buna gore, en yiiksek TCP icerigi 8.18 mg/gTA ile kontrol
orneklerinde, en diisiik TCP igerigi ise, -20°C uygulamasina ait 6rneklerde 5.94 mg/gTA
olarak tespit edilmistir. Aylar dikkate alindiginda, bahar ve yaz aylarinda TCP igeriginin kis
aylarina gore daha diisiik oldugu acik¢a goriilmektedir. Buna gore en diisilk TCP igerigi
Temmuz ve Agustos aylarinda sirastyla 3.62 mg/gTA ve 3.50 mg/gTA olarak belirlenirken,
en yiiksek TCP igerigi Subat ayinda 7.33 mg/gTA olarak belirlenmistir. Dolayisiyla, TCP
igerigi lizerine aylarin ve sicakliklarin 6nemli bir etkiye sahip oldugu belirlenmistir.
Sicaklik*Ay, Ay*Sicaklik ve Yil*Sicaklik*Ay arasindaki interaksiyonlar istatistiki

acisindan 6nem arz ederken; Y1l*Ay arasindaki iliski ise 6nemsiz bulunmustur (Ek-15).

3.6.2. Kabuklarda toplam ¢oziinebilir protein icerigi

“Gemlik” zeytin cesidi’nde kabuklarda yillara, sicakliklara ve aylara gore toplam

¢Oziinebilir protein iceriginin (TCP) degisimi Sekil 3.15’de ve Cizelge 3.8.de

goriilmektedir.
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Cizelge 3.8. “Gemlik” zeytin cesidinde yapraklarda ve kabuklarda yillara, sicakhklara ve
aylara gore toplam coziinebilir protein icerigi (mg/gTA)

Toplam Coziinebilir Protein icerigi (mg/gTA)

Degiskenler Yaprak Kabuk
Yil
1. Y1l 4.96™ 1.45°
2.Yil 4.86° 1.26°
Uygulamalar
Kontrol 8.18? 2.39%
4°C 6.81° 1.68°
-5°C 5.94° 1.32¢
-10°C 2.604 0.83¢
-20°C 1.28° 0.69°
Aylar
Mayis 4.74° 1.42°
Haziran 3.54%F 0.79¢
Temmuz 3.62% 1.39°
Agustos 3.508 0.99¢
Eyliil 4.24° 1.12¢
Ekim 4.674 1.15%
Kasim 5.89°¢ 1.66%
Aralik 6.06% 1.60°
Ocak 6.44° 1.65°
Subat 7.33% 1.76*
Mart 4.85¢ 1.21°
Nisan 4.32°F 1.61°
ANOVA )
Yil x Ay S'D :

Y1l x Sicaklik
Ay x Sicaklik
Y1l x Sicaklik x Ay

% Ayni siitiin ve degiskenlerde farkli harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda %S5 diizeyinde farklilik vardir
(Duncan).
OD, " %5 diizeyinde sirasiyla nemli degil ve 6nemli.

Kontrol grubu kabuk 6rneklerinde TCP igerigi birinci deneme yilinda Agustos ayina
kadar dalgali bir seyir izlemistir. Agustos ayina gelindiginde ise, TCP igerigi belirgin olarak
azalmistir. Bunu takiben ilerleyen aylarda TCP iceriginde artis egilimi gergeklesmis ve kis
aylart siiresince TCP iceriginin Agustos ayma gore daha yiiksek seviyelerde oldugu

goriilmiistiir. Ancak genel olarak degerlendiginde, kis aylarindaki TCP igerigi Nisan, Mayis
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ve Haziran seviyeleri ile yaklasik ayn1 olmustur. Ikinci deneme yilinda TCP igerigi Aralik
ayina kadar asagi yukar1 ayni seviyelerde kalmistir. Takiben TCP igerigi Ocak ve Subat
aylarinda artarak kis mevsimi siiresince en yiiksek seviyede (3.18 mg/gTA ve 2.99 mg/TA)
tespit edilmistir. Bu deneme yilinda TCP igeriginde Mart ayidan itibaren ani azalig

meydana gelmistir.

4°C’de, birinci deneme yilinda Haziran ayindaki keskin azalisla en diisiik TCP
seviyesi (0.60 mg/gTA) saptanmistir. Bunu takiben, Temmuz ayinda bir artis ger¢eklesmis,
ancak Agustos ayindaki bir miktar diisiisle birlikte asagr yukar1 Kasim’a kadar ayni
seviyelerde kalmistir. Bu uygulama itibariyle ¢evre sicakliklarinin diismesine paralel olarak
(Sekil 2.2) Kasim ayinda TCP igeriginde dikkat ¢ekici bir artis gerceklesmistir. Aralik ve
Ocak aylarinda TCP igeriginde bir miktar azalis gerceklesmesine ragmen bu aylardaki
protein seviyeleri yaz aylarina gore daha yiiksek miktarlarda belirlenmistir. Subat’ta tekrar
belirgin bir artig; Mart ayinda ise belirgin bir diisiis saptanmistir. Nisan ayindaki keskin
artis ise, dikkate deger goriilmiistiir. Ikinci deneme yilinda; May1s ayindan itibaren Kasim
ayma kadar dalgalanmalar olmustur. Kasim ayindan itibaren TCP igerigi artis egilimine
girmis kig mevsimi i¢in en yiiksek icerik Aralik ayr (2.05 mg/gTA) itibariyle tespit
edilmistir. Ocak ve Subat aylarinda bir miktar dalgalanmalar olsa da Mart ve Nisan

aylarindaki keskin azalis 6nemli goriilmiigtiir.

-5°C uygulamas itibariyle, her iki deneme yilinda da TCP igerigindeki degisimler
cok belirgin olmamistir. Her iki deneme yilinda da protein igeriginde Mayis ve Temmuz ay1
hari¢ Kasim ayina kadar yaklasik ayni seviyeler belirlenmistir. Kasim ayindan itibaren TCP
icerigi, birinci deneme yilinda bir miktar yiikselisle beraber Nisan aymna kadar hemen
hemen ayni seviyelerde devam etmis ve takiben Nisan ayinda keskin bir artis tespit
edilmistir. ikinci deneme yilinda ise, Kasim aymda belirgin yiikselisle en yiiksek TCP
icerigi saptanmistir. Aralik ayindan itibaren ise, TCP iceriginde bir miktar azalis meydana

gelerek bu seviyeler Nisan ayina kadar devam etmistir.
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Kabuklarda -10°C diisiik sicaklik uygulamasinda TCP icerigi acisindan, birinci ve
ikinci deneme yilinda sonbahar ve kis aylarinda yaz aylarina gore belirgin bir protein
birikiminin oldugu goriilmektedir. Ornegin, birinci deneme yilinda en az TCP igerigi
Haziran ayida (0.28 mg/gTA) en fazla ise Aralik (1.29 mg/gTA), Ocak (1.96 mg/gTA) ve
Nisan (1.92 mg/gTA) aylarinda belirlenmistir.

Sekil 3.15’den anlasilabilecegi gibi, iki deneme y1l1 arasinda miktarlar bakiminindan
farkliliklar olmakla beraber -20°C uygulamasinda; temel olarak TCP iceriginin degisiminde
bir parelellik oldugu dikkati ¢ekmektedir. Birinci deneme yilinda kabuklarin en az TCP
icerigi Haziran ayinda 0.30 mg/gTA olarak saptanirken;en fazla TCP igerigi Ocak ve Subat
aylarinda 1.73 mg/gTA ve 1.63 mg/gTA olarak saptannustir. Ikinci deneme yilinda yaz
aylarinda genel olarak TCP igerigi diisiik seyretmis, bir minimum noktasi olugsmamistir. Bu
deneme yili itibariyle en yiiksek protein igerigi ise Kasim ayinda 0.94 mg/gTA olarak

saptanmistir.

“Gemlik” zeytin ¢esidinde kabuklarda yillarin, diisiik sicaklik uygulamalarinin ve
aylarin TCP igerigi iizerine etkileri Cizelge 3.8’de goriilmektedir. Cizelge incelendiginde;
yillarin, distik sicaklik uygulamalarimin ve aylarin etkisi istatistiki agidan Onemli
bulunmustur. Yillarin, diisiik sicaklik uygulamalarinin ve aylarin TCP icerigine etkileri
istatistiki agidan dnemli bulunmustur. Birinci deneme yil1 ortalama 1.45 mg/gTA ile ikinci
deneme yilina (1.26 mg/gTA) gore daha yiiksek protein miktarina sahip olmustur.
Uygulama sicakliklar diistiikge TCP igeriginin azaldig1 agik¢a goriilmektedir. Buna gore,
en yiiksek TCP icerigi (2.39 mg/gTA) kontrol drneklerinde belirlenirken; en diisiik toplam
TCP igerigi ise -20°C uygulamasinda (0.69 mg/gTA) saptanmustir. Aylar dikkate
alindiginda; kabuklarda proteinlerde aylik olarak dalgalanmalar goriilmesine karsin,
sonbahar ve kis aylarinda fark edilir bicimde c¢o6ziinebilir proteinlerin biriktigi tespit
edilmistir. En diisiik TCP icerigi Haziran ayinda; en yiiksek TCP igerigi ise, ayni istatistiki
grupta yer alan Kasim, Aralik, Ocak ve Subat aylarinda tespit edilmistir. Bahar ve yaz
aylarinda TCP iceriginde hava sicakliklarina parallel olarak bazi dalgalanmalar

saptanmistir. Dolayisiyla, TCP igerigi lizerine aylarin ve sicakliklarin onemli bir etkiye



118

sahip oldugu belirlenmistir. Buna gore, yil, sicaklik ve aylar arasindaki tiim interaksiyonlar

istatistiki olarak 6nemli bulunmustur (Ek-16).

3.6.3. SDS-PAGE profilleri

3.6.3.1. Yapraklarda SDS-PAGE profilleri

Tiim orneklerin SDS-PAGE analizleri en az 3 kez tekrarlanmis ve benzer sonuglar
elde edilmistir. Ayrica, her iki yi1lin denemelerine ait SDS-PAGE profilleri birbirinin ayni
olmustur. Bu nedenle denemeyi temsil eden en iyi SDS-PAGE profilleri bu boliimde

sunulmustur.

Arastirmada “Gemlik” zeytin ¢esidi’inde yapraklarin ve kabuklarin toplam protein
profillerindeki degisimleri mevsimsel olarak belirleyebilmek amaciyla 12 aya ait kontrol
orneklerinde SDS-PAGE yapilmistir. Buna gore, yaprak drneklerinin aylar itibariyle toplam
protein profilleri incelendiginde genel anlamda profillerde benzerlikler goriilmektedir
(Sekil 3.16). Fakat, jel fotografinda isaretlendigi gibi aylara gore degisiklik gosteren iki
protein dikkat ¢ekici bulunmustur. Buna gore, yaklasik 66 kDa agirliginda oldugu tahmin
edilen ve Mart, Nisan, Mayis aylarinda baskin olan bir protein bandinin kis aylar1 (Kasim,
Aralik, Ocak ve Subat) siiresince yogunlugunun arttigi, yaz aylariin baglangicindan
itibaren sonbaharin sonlarina kadar (Haziran, Temmuz, Agustos, Eyliil ve Ekim) ise, bu
bandin gorliniirliigliniin kayboldugu saptanmustir. Ayrica, Mayis ayinda belirgin olarak
goriilen ve 43 kDa agirliginda oldugu tahmin edilen bandin Haziran ayindan
itibaren yogunlugunun azaldigi; yaz ve sonbahar aylarinda tamamen kayboldugu; kis ve

bahar aylarinda ise, bu proteinin yogunlugunun tekrar arttig1 belirlenmistir.

Yine aragtirmada yapraklarda ve kabuklarda her ayin diisiik sicaklik uygulamalarina
gore toplam protein profillerindeki degisimleri incelemek amaciyla aylik don testlerine gore

SDS-PAGE profilleri ¢ikarilmistir.
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Yapraklarda aylara ve sicakliklara gére SDS-PAGE profilleri Sekil 3.17(A,B)’da
goriilmektedir. Jel fotograflar incelendiginde genel anlamda, yaklasik 30, 40, 43, 57 ve 66
kDa agirliginda oldugu tahmin edilen proteinlerin tiim aylarda kontrol, 4°C ve -5°C
uygulamalarinda mevcut oldugu ve genel olarak degisim gostermedigi tespit edilmistir.
-10°C ve -20°C uygulamalarinda ise, aylara gore degisimler dikkat ¢ekici bulunmustur.
Buna gore, Mayis ayinda -10°C’de tiim bandlarin yogunlugu olduk¢a azalmis; -20°C’de ise,
bantlarin gorliniirliigli kaybolmustur. Takiben Eyliil ve Ekim aylarinda -10°C’de 57 kDa
agirhi@indaki proteinin yogunlugu oldukca azalmis, diger bantlarin goriiniirligii ise
kaybolmustur. -20°C uygulamasinda da bu aylarda herhangi bir protein banti tespit
edilmemistir. Sonbahar aylarindan itibaren diisiik sicaklik uygulamalarinda kademeli olarak
proteinlerin korundugu géze ¢arpmaktadir. Kasim ayinda her iki uygulamada 40, 43 ve 57
kDa agirligindaki proteinlerin yogunluklar1 diger uygulamalara gore azalmis ancak bu
proteinler diisiik sicakliklarda mevcudiyetlerini siirdiirmiislerdir. Aralik, Ocak ve Subat
aylarina gelindiginde ise, diisiik sicaklik uygulamalarinda (-10°C ve -20°C) herhangi bir
protein bandinin yogunlugunun azalmasi ya da goriiniirliigliniin kaybolmasi s6z konusu
olmamuistir. Bu aylarda diisiik sicakliklarda tiim proteinlerin yogunluklar: korunmustur. Ote
yandan, Mart, Nisan aylarindan itibaren proteinlerde diisiik sicakliklarda biiyiik oranda
bozulmalar goze carpmaktadir. Bu aylarda her iki diisiik sicaklik uygulamasinda da 57 kDa
haricindeki bandlarin goriiniirliiliigii kaybolmustur. 57 kDa’luk bandin yogunlugu da diger
uygulamalara gore oldukca azalmistir. Ayrica yaklasik 16 kDa bandinin Ocak, Subat ve
Mart aylarinda ortaya ¢iktigi belirlenmistir.

3.6.3.2. Kabuklarda SDS-PAGE profilleri

Kabuklarda kontrol orneklerine ait SDS-PAGE profilleri incelendiginde, genel
olarak profillerde ¢ok benzerlikler goriilmektedir (Sekil 3.18). Ancak, jel fotografinda
isaretlendigi gibi mevsimsel olarak degisiklik gosteren 3 protein belirlenmistir. Buna gore,
soguga uyum siirecine parelel olarak kig ve bahar aylarinda birikim gostereren yaklasik 70,
43 ve 16 kDa agirliginda oldugu tahmin edilen proteinlerin yaz siiresince ve sonbaharin

baslangicinda kayboldugu goriilmektedir.
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Kabuklarda aylara ve sicakliklara gére SDS-PAGE profilleri Sekil 3.19 (A,B)’de
goriilmektedir. Jel fotograflar incelendiginde yaklasik 30, 40, 43, 57 ve 70 kDa molekiiler
agirhiginda oldugu tahmin edilen proteinlerin tim aylarda kontrol, 4°C ve -5°C
uygulamalarinda mevcut oldugu ve genel olarak degisim gostermedigi tespit edilmistir.
-10°C ve -20°C uygulamalarinda ise aylara gore degisimler dikkat ¢ekici bulunmustur.
Buna gore, Mayis ayinda -10°C ve -20°C’de 43 kDa agirligindaki proteinin yogunlugu
azalmis; diger protein bantlar1 ise goriiniirliigiinii kaybetmistir. Haziran, Temmuz, Agustos
ve Eyliil aylarinda ise, -10°C ve -20°C’de hi¢bir band goriinmemektedir. Bunu takiben
Ekim ayinda kabuklarda -10°C uygulamasinda tiim bandlarin mevcut; -20°C uygulamasinda
ise proteinlerin bozuldugu dikkat ¢ekmektedir. Kasim ayindan itibaren Subat ayina kadar
protein bantlarinin diisiik sicaklik uygulamalarinda degismedigi; tiim protein yapisinin
korundugu ¢arpict sekilde géze carpmaktadir. Mart ve Nisan aylarinda -10°C ve -20°C
uygulamalarinda bandlarin goriiniirlikklerinin devam ettigi ancak yogunluklarinin azaldigi
saptanmustir. [laveten, Aralik ayindan itibaren 16 kDa ve yogunlugu ¢ok az olsa da 23 kDa

agirliginda oldugu tespit edilen bantlarin ortaya ¢iktig1 gézlenmistir.

3.6.4. Western blot analizleri

3.6.4.1.Yapraklarda western blot analizleri

“Gemlik” zeytin ¢esidi’'nde yaprak ve kabuklarda mevsimlere ve diisiik sicaklik
testlerine gore dehidrin proteinlerinin roliinii belirlemek amaciyla immiinoblot caligsmasi
yapilmistir. Bu amag ile diisiik sicakliklara mukavemetin en diisiik oldugu aylardan biri
olan Temmuz ay1 ve mukavemetin en yiiksek oldugu aylardan biri olan Ocak ay1 secilerek

analizlenmistir.

“Gemlik” zeytin ¢esidi’inde yapraklarda aylar ve diisiik sicaklik uygulamalarina
gore dehidrin proteinlerinin durumu Sekil 3.20 ve Sekil 3.21°de goriilmektedir.
Yapraklarda mevsimsel ve diisiik sicaklik uygulamalarina gore degisiklik gosteren yaklagik

16 ve 43 kDa molekiiler agirliginda iki dehidrin grubu protein belirlenmistir.
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Sekil 3.20°da gortldiigii gibi, 16 kDa dehidrin proteini Temmuz ayinda Ocak ayina
gore oldukca disik yogunlukta sentezlenmistir. Temmuz aymda bu proteinin
yogunlugunun -10°C diisiik sicaklik uygulamasina kadar bir miktar arttigi; 6te yandan
toplam protein profillerinde oldugu gibi (Sekil 3.17A) -10°C ve -20°C uygulamalarinda bu
proteinin sentezinin olmadigl saptanmistir. Ocak ayinda ise kontrol ve 4°C’de 16 kDa
dehidrin proteinin yogunlugu asagi yukar1 aymi iken -10°C’ye kadar artmis ancak -20°C

uygulamasinda proteinin yogunlugu azalmistir.

43 kDa agirligindaki dehidrin proteni de kis mevsiminde yaz mevsimine gore daha
fazla sentezlenmistir (Sekil 3.21). Temmuz ayinda 16 kDa dehidrin proteininde oldugu gibi
43 kDa proteinin yogunlugunun -5°C diisiik sicaklik uygulamasina arttigi, -10°C ve -20°C
uygulamalarinda ise proteinin sentezinin olmadigi goriilmektedir. Ocak ayinda ise
uygulamalar arasinda dalgalanmalar olmasina ragmen genel olarak protein sentezinin

yliksek seviyelerde oldugu saptanmustir.

3.6.4.2. Kabuklarda western blot analizleri

“Gemlik” zeytin ¢esidi’nde kabuklarda aylar ve diisiik sicaklik uygulamalarina gore
dehidrin proteinlerinin durumu Sekil 3.22, 3.23, 3.24, 3.25’de goriilmektedir. Kabuklarda
mevsimsel ve diisiik sicaklik uygulamalarina gore degisiklik gosteren yaklasik olarak 16,

23, 30 ve 43 kDa agirliginda dort dehidrin grubu protein belirlenmistir.

Sekil 3.22 incelendiginde, 16 kDa dehidrin proteinin Ocak ayinda Temmuz’a gore
bir miktar fazla sentezlendigi goriilmektedir. Temmuz ayinda protein yogunlugunun -10°C
uygulamasina kadar dogrusal olarak artmasina ragmen, -10°C ve -20°C’lerde bu proteinin
sentezlenmedigi saptanmistir. Ocak ayinda ise diisiik sicaklik uygulamalarina paralel olarak

protein yogunlugu artmus, 6zellikle de -20°C’deki artis dikkat ¢ekici bulunmustur.

23 kDa dehidrin bandinin kis mevsiminde yaz mevsimine gore daha fazla

sentezlendigini ve bu proteinin yaz mevsiminde -10°C’den itibaren sentezinin olmadigi
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belirlenmistir. Ayrica, her iki aya diislik sicaklik uygulamalarinda 23 kDa dehidrin proteini

yuksek yogunlukta saptanmistir (Sekil 3.23).

30 kDa molekiiler agirhiginda tespit edilen bir baska dehidrin ailesi proteinin
yogunlugunun Temmuz ayinda Ocak ayina gore daha fazla oldugu saptamistir (Sekil 3.24).
Ote yandan, kabuk dokusunda bu proteinin sentezinin Temmuz ayinda -10°C’ye kadar
arttigl, bundan sonraki diisiik sicaklik uygulamalarinda ise protein sentezinin

gerceklesmedigi goriilmektedir.

En son olarak 43 kDa dehidrin proteini i¢in durum biraz daha degisik olmustur
(Sekil 3.25). Soyleki; 43 kDa dehidrini kabuklarda hem yaz hem de kis mevsiminde yiiksek
diizeyde sentezlenmistir. Ancak diger uygulamalarda oldugu gibi yaz mevsiminde -10°C
uygulamasindan itibaren bu protein bandinin goriiniirligli kaybolurken; kis mevsiminde
uygulamalara gore bir miktar dalgalanma goériilmesine ragmen genel anlamda tiim

uygulamalarda yiiksek yogunlukta sentezlemistir.
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4. TARTISMA

Bahge bitkileri yetistiriciligini etkileyen en 6nemli ¢evresel stres faktorlerinden
bir tanesi de diisiik sicakliklardir. Burada sunulan arastirmada da, zeytin bitkisinde
diisiik sicaklik uygulamalarinin incelenen parametreler bazinda ciddi degisimlere neden
oldugu, ancak tespit edilen bu degisimlerin, mevsimlere ve uygulama sicakliklarina

bagli olarak farkli seviyelerde meydana geldigi belirlenmistir.

Bitkilerde stresi takiben hiicrelerde meydana gelen geri doniisiimsiiz
zararlanmalarim ilk gostergesi hiicre membraninda olusan zararlanmalardir. Bu zararin
iyon sizintist yontemiyle belirlenmesi bitkinin strese toleransinin tespitinde birincil
Oneme sahiptir ve sicaklik stresi basta olmak iizere pekcok stres faktoriine karsi
toleransin tespitinde basarili bir sekilde kullanilmaktadir (Arora ve ark. 1992; Gusta ve
ark. 2003; Giilen ve Eris, 2003, 2004). Genellikle oransal iyon sizintisinin %50 seviyesi,
ya da zararlanma indeksi, basitge %50 doku Oliimiine esit olarak kabul edilmektedir
(Arora ve ark. 1992). Bu calismada zeytin yaprak ve kabuk dokulariin degisik diisiik
sicakliklara (4°C, -5°C, -10°C ve -20°C) reaksiyonlarini belirmek amaciyla iyon sizintisi
yontemi kullanilarak hiicre membraninin zararlanma seviyesi belirlenmistir. Buna gore,
yaprak ve kabuk dokular: tiim aylar itibariyle 4°C ve -5°C uygulamalarinda diisiik
oranda zararlanma gostermistir. Ancak, mevsimlere bagh olarak -10°C’den
itibaren %350 zararlanma oramin iizerinde degerler tespit edilmistir. Aylar
itibariyle, -10°C ve -20°C’lerde yaprak dokularinda zararlanma oranlarinin en az
oldugu donemler hava sicakhiklarimin diisiisiiyle beraber Ocak-Subat aylarinda,
kabuk dokularinda ise Kasim-Subat aylar1 arasinda olmustur. En yiiksek
zararlanma oranlarn1 ise, yaprak dokularinda Haziran—Agustos, kabuk
dokularinda ise Mayis-Eyliil aylar1 arasinda tespit edilmistir. Burada elde edilen
bulgulara benzer sekilde, baska bir calismada da (Cansev ve ark. 2007) zeytin
yaprak dokularinda disiik sicakhk zararmin kis aylarinda yaz aylarmma gore

anlamh olarak daha az oldugu gosterilmistir.
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Iliman iklimlere bagli yasayan c¢ok yillik bitkiler genellikle diisiik sicakliklara
tolerans (LTsp) konusunda mevsimlere bagh degisiklikler gostermektedir (Repo 1992;
Silim ve Lavender 1994). Yapilan bir¢cok arastirmada odunsu bitkilerin biiyiik bir
boliimiiniin sonbaharin sonlarinda ve kis baslangicinda hava sicakliklarinin diismesi ve
giin uzunluklarinin kisalmasi ile beraber kis soguklarina uyum sagladiklar
gosterilmistir (Burak 1989; Suojala ve Linden 1997; Palonen 1999; Arora ve ark. 2004;
Arora ve Lim 2005). Bizim calismamizda dikkati ¢eken nokta zeytinin ¢ok yillik
hemdemyesil bir tiir olmasidir. Bu tiirler kis aylarinda tam bir dinlenme safhasina
girmemekte, uygun kosullar oldugu siirece biiylime ve gelismelerine devam
etmektedirler (Lavee 1996). Oysa, genel olarak ¢ok yillik odunsu bitkilerde biiyiime ve
gelismenin durdurulmasinin diisiik sicakliklara dayanim kazanma i¢in bir 6n kosul
oldugu ve en fazla dayanikliliga endodormansi ya da dinlenme periyodunda ulasildigi
bilinmektedir (Linden 2002). Diger yandan, Arora ve ark. (1992) kisin yapragin1 doken
diger seftali agaglarindaki gibi gercek bir endodormansi periyodu olmayan herdemyesil
seftali agaglarinin da belirgin derecede diisiik sicakliklara dayanikli oldugunu
bildirmiglerdir. Bu ¢alismada da zeytinde gerek yapraklarin ve gerekse kabuklarin
LTsp’leri mevsimsel degisiklik gostermistir. Genel olarak, LTsy, hava sicakhiklarinin
diismeye basladig1 sonbaharda artis gostererek kis ortasinda en yiiksek noktaya
ulasmis, takiben hava sicakhklarmin tekrar yiikselmeye basladigi bahar
aylarindan itibaren dereceli olarak azalarak yaz ortasinda en diisiik seviyeye
diismiistiir. Bu sonucglara gore, biiyiime ve gelismenin durmasmin diisiik
sicakliklara dayaniklihigin ortaya ¢cikmasi icin bir 6n kosul olmadigi (Arora ve ark.

1992) hipotezi desteklenmistir.

Zeytinin diigiik sicaklik tolerans sicakligr ile ilgili literatiirde c¢esitli goriisler
vardir. Moltay ve ark. (1982) ve Eris ve Barut (2000) kis aylarinda sicakligin -7°C’ye,
Fontanazza (1986) ise —10°C’ye diismesinin zeytin agacinin gesitli organlarinda 6nemli
zararlar yapabilecegini belirtmektedirler. Palliotti ve Bongi (1996) ise, dona hassas bir
cesit olan Frantoio’da LTsy’nin -11.1°C olarak saptamistir. Bartolozzi ve Fontanazza
(1999), 12 zeytin ¢esidi’nde yapraklarda diisiik sicaklik uygulamalar1 sonucu dona
dayanikli gesitlerde LTsy’y1 ~-18°C; hassas ¢esitlerde ~-12°C olarak belirlemislerdir.

Ispanya’da yapilan bir arastirmada ise, 8 zeytin cesidi arasindan en dayanikli olan
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Cornicabra ve Picual ¢esitlerinde LTsy -13.3°C ve -13.2°C; en hassas Empeltre
cesidinde -9.5°C olarak saptanmistir (Barranco ve ark. 2005). Cansev ve ark. (2005,
2006, 2007 ve 2008), 9 zeytin genotipi arasinda Gemlik’i soguga kars1 kismen dayanikli
olarak tespit etmistir. Bu arastirmalarda yapraklarda gesitlerin durgun dénemde (Ocak)
LTsp’leri ortalama -13.6°C; aktif donemde ise (Temmuz) LTsy’leri ortalama -7.6°C
olarak saptanmistir. Sunulan bu arastirmada genel olarak, LTs¢’nin en yiiksek
oldugu donemler hava sicakhklarimin diisiisiiyle beraber sonbahar sonundan
itibaren kis aylan siiresince olmustur. Bu aylarda yapraklarda LTsy ~-15°C,
kabuklarda ise ~-17°C olarak belirlenmistir. LTsy’nin en diisiik oldugu donemler
ise, y1l icerisinde hava sicakhigimin yiiksek oldugu Haziran-Eyliil aylar1 arasinda
saptanmistir. Bu donemde LTso, yapraklarda ~-7°C, kabuklarda ise ~-8°C olarak
belirlenmistir. Goriildiigl tizere, bu calismada LTso degerleri ile ilgili olarak elde edilen

sonuglar literatiirle paralellik gostermektedir.

Zeytin herdemyesil meyve agaclar1 arasinda diisiik sicakliklara en dayanikl tiir
oldugu halde (Bartolozzi ve Fontanazza 1999), spesifik organ ve dokularina bagl olarak
diisiik sicakliklara direncinde farkliliklar goriilmektedir. Ornegin, Antognozzi ve ark.
(1990) kis mevsiminde 4 zeytin ¢esidinin ortalama LTs¢’lerini yapraklar icin -12°C
ve kabuklar icin -18°C olarak belirlemislerdir. Nitekim, bu ¢alismada da hemen
biitiin donemler i¢in diisiik sicakhk uygulamalarinda aym sicakhik derecesinde
yaprak dokularinin dona dayaniminin, kabuk dokularindan daha az oldugu acgik¢a

goriilmektedir.

Buraya kadar tartisilan sonuclar; zeytin bitkisinin mevsimlere ve
sicakliklara bagh olarak onemli derecede diisiik sicakliklara dayanim kazandigim
ortaya koymustur. Bir diger ifadeyle, zeytin bitkisi soguga dayamkhhk esnasinda
bir sekilde hiicre membran dayamikhihigim arttirabilmistir. Uemura ve ark. (2006)’a
gore, bitkilerin donma-¢6ziinme dongiisii sirasinda donma toleransint saglamak igin
hiicre membran dayanikliliginin arttirilmasi gereklidir. Bunun yaninda, diger bazi
odunsu tiirlere benzer sekilde zeytin bitkisinin hiicreleri soguyabilme (supercooling)
kapasitesine sahiptir; bu durum zeytinin donmay1 dnleme mekanizmasi oldugu anlamina

gelmektedir (Bongi ve Palliotti 1994).
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Diisiik sicaklik zararindan bitkilerin korunmasi i¢in karbonhidratlarin iistlendigi
fizyolojik ve biyokimyasal roller uzun siiredir tartisiimaktadir. Dona dayanim ile suda
eriyen karbonhidratlarin birikimi arasindaki iliskiyi aciklamaya ydnelik yapilan
aragtirmalar; sekerin dona mukavemet mekanizmasinda 6nemli rol oynadigini ortaya
koymaktadir. Yapilan bircok arastirmada otsu ve odunsu bahge bitkilerinde
karbonhidratlarin diisiik sicakliklarda 6nemli oldugu ve 6zellikle ¢oziinebilir sekerlerin
dayanimin artmasinda olumlu etki yaptig1 ortaya ¢ikarilmistir. Yillarca yapilan 6l¢iim
ve aragtirmalar sonucunda genel olarak bitkilerde, suda eriyen karbonhidratlarin
sonbahardan kisa dogru arttig1 ve ilkbaharda diistiigli vurgulanmistir (Sakai ve ark.
1968; Guy 1990; Burak 1989; Palonen 1999; Stupnikova ve ark. 2002; Jacobsen ve ark.
2005; Livingston ve ark. 2006). Soguga uyum siirecinde ¢oziinebilir sekerler gibi ¢esitli
ozmolitlerin artis1 zeytinde de (Lavee 1989; Bartolozzi et al. 1999,2001; Proietti ve
Famiani 2002) gosterilmistir. Ornegin, zeytin yapraklarinda sonbaharda toplam ve
indirgen seker iceriginde gergeklesen artiglarin soguga uyum ile iliskili oldugu
diisiiniilmistiir (Burak ve ark. 2000; Proietti ve Famiani 2002). Rejskova ve ark. (2007)
ise, In vitro ortamda Picual zeytin ¢esidi siirgiinlerinde diisiik sicaklik uygulamalart (0
ve 4°C) ile toplam c¢oziinebilir karbonhidrat ve sukroz miktarlarinda artis oldugunu
tespit etmislerdir. Coziinebilir sekerlerde gerceklesen bu artislarin, membranlar
stabilize edici etkilerinin oldugu (Crowe 2002; Hinca ve Hagemann 2004), donma
ile iliskilli olan dehidrasyonun etkisini hafiflettigi ve ayrica membranlarin ve

proteinlerin seker tarafindan korundugu (Uemura ve ark. 2006) diisiiniilmektedir.

Bu kanitlara paralel sekilde bu ¢alismadan elde edilen sonuglara gore, genel
olarak iki deneme periyodunda sonbahar ve kis adaptasyonu sirasinda yaprak ve kabuk
dokularinda toplam c¢oziinebilir seker icerigi (TCS) artis gdstermistir. Bu durum,
ortalama giinliik sicaklik degerlerinin kademeli olarak diismesine paralel olmustur. Kis
mevsiminin sonunda ve bahar mevsimi sirasinda dokularim TCS, ortalama giinliik
sicakligin yavas yavas artmasina paralel olarak kademeli olarak azalmistir. Ilaveten, yaz
mevsimi ve sonbaharin baslarinda, yaprak ve kabuk dokularinda kisin artan miktara
kiyasla anlamli derecede diisiik TCS tespit edilmistir, bu da LTsy degerleri ile paralel
seyretmistir. Dolayisiyla buradaki sonug¢lardan, TCS’nin diisiik sicakhklara

dayanim iizerine olumlu etki yapan bir faktor oldugu anlasilmaktadir. Zira, her
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iki deneme yilinda ve bitki dokusunda TCS egrisi, LTso egrisi ile paralellik
gostermektedir. Son yapilan caligmalar da (Palonen 1999; Stupnikova ve ark. 2002;
Jacobsen ve ark. 2005; Livingston ve ark. 2006) bu goriisii destekler niteliktedir ve
cozilinebilir sekerlerin bitkilerde diislik sicakliklara dayanimindaki pozitif etkilerine

isaret etmektedir.

Farkl1 bir bakis acistyla, diislik sicaklik uygulamalarina gore genel olarak her iki
dokuda da -10°C ve -20°C uygulamalarinda TCS ve glukoz (GI), sukroz (SI) artmustir .
Baska bir ifadeyle, zeytin dokular1 diisiik sicakhgin siddeti arttikca TCS’ni
artirma egilimde olmustur. Bu durumda sonuglar, bitkilerde diisiik sicakliga baglh
olarak TCS nin artisin1 gosteren ¢alismalarla (Raese ve ark. 1977, 1978; Kaurin ve ark.
1981, Guy ve ark. 1992; Hinesley ve ark. 1992; Antikainen ve Pihakaski 1994; Sasaki
ve ark. 1996) paralellik arz etmektedir.

Birgok calismada  bitki dokularindaki ¢Ozlinebilir  karbonhidrat
komposizyonunun dona dayanimin artmasi iizerine etkisinden bahsedilmektedir
(Fischer ve Holl 1991; Sauter ve ark. 1996). Ozellikle SI’nin diisiik sicakliklarda
membran fosfolipidlerinin muhafazasi i¢in suyun gorevini gormesi ve ¢oziinebilir
proteinlerin yapisal degisimini onlemesi (Farrant ve ark. 1993; Leprince ve ark. 1993)
nedeniyle ayr1 bir 6nemi vardir. Parker (1959), herdemyesil tiirlerden koniferlerin kabuk
ve yapraklarinda sonbaharin sonlarindan itibaren SI ve GI konsantrasyonunun arttigini
saptamistir. Palonen ve ark. (2000) soguga adapte olmus ahududu ¢esitlerinde soguga
adapte olmamis déneme gére SI’inde in vitro ortamda %124-165, in vivo ortamda ise
%253-582 oraninda artis oldugunu belirlemislerdir. Bartolozzi ve ark. (1999) ise,
zeytinlerde deneme yapilan bolgede en soguk giinleri iceren Mart ayinda Subat ayina
gore Si’nde 3 kat artis belirlemislerdir. Rejskova ve ark. (2007), Picual zeytin cesidi
stirglinlerinde diislik sicaklik toleransi ile ilgili olarak ¢dziinebilir sekerlerdeki artisin
rafinoz ve SI’den kaynaklandigm ifade etmislerdir. Guy ve ark. (1992), bitkilerde
SI’nin metabolik ihtiyaglarda hizli bir sekilde mobilize olabilen bir depo karbonhidrat:
oldugunu ve diisiik sicakliklarda solunum enerjisi icin kolayca biriktigini ifade
etmektedir. Bu calismadan elde edilen sonuglarda, gerek mevsimsel olarak, gerekse

diisiik sicaklik uygulamalarina gére en keskin artis ve azalislar SI’nde gergeklesmistir.
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Ornegin, yaprak dokusunda Temmuz ve Ocak aylarindaki seker igerigi
karsilastinnldiginda, TCS ve Gi ~1/2 kat oraninda artarken, SI ~8 kat artis gdstermistir.
Ayrica, LTsy’nin en diisiik oldugu yaz aylarinda Si’nin c¢ok diisiik diizeylerde,
LTso’nin en yiiksek oldugu kis aylarinda ise SI’ninde yiiksek olusu zeytinde dona
dayamimda sukrozun 6nemini ortaya ¢cikarmaktadir. ilave olarak, bu sonuclardan
hareketle, kisa dogru zeytinde sukrozun kolayca polisakkaritlerden metabolize
olarak hiicreleri stabilize ettigi ve soguga dayanimi artirdig1 kanisina varilmistir.

Nitekim yukarida verilen 6rnekler de bu goriisii destekler niteliktedir.

Deneme yillart géz oniline alindiginda yaprak dokusundaki ¢oziinebilir seker
miktariin (sukroz harig) yillar arasinda degisiklik gostermedigi goriilmektedir. Ancak
kabuk dokusundaki seker miktar1 ilk deneme yilinda ikinci deneme yilina gore daha
yilksek miktarda belirlenmstir. “Gemlik” g¢esidi orta derecede periyodisiyete
gostermesine (Anonim 2006a) ragmen Ornekleme yapilan bahg¢ede agaclar birinci
deneme y1li ‘var’, ikinci deneme yilinda ‘yok’ donemlerini yasamislardir. Barut ve Erig
(1995) zeytinde, Jacobsen ve ark. (2005) kazayagi (Chenopodium quino Wild.)
bitkisinde artmis ¢oziinebilir seker diizeyleri ile verimin arasinda paralel iligkinin
oldugunu goézlemlemislerdir. Bu calismada da kabukta ¢oziinebilir sekerlerde yillar

arasinda olusan farklilik agaclarin verimi ile iliskilendirilebilir.

Bitkilerin strese uyumu iki asamada gerg¢eklesmektedir (Stupnikova ve ark.
2004): 1. bitki savunma sisteminin olusumu ve gelisimi; bu asamada kisa siireli
dayanim gerceklesmektedir, 2. spesifik adaptasyon mekanizmalarinin gelistigi asama:
bu asama uzun sireli stres kosullarinda bitkinin yasamini siirdiirmesine olanak
vermektedir. Benzer sekilde Kacperska (1993) ve Prasad ve ark. (1994), bitkilerin
soguga uyumunun da iki asamadan olustugunu ifade etmislerdir. Bu asamalar: 1.
giinlerin kisalmas1 ve sicakliklarin diismesi 2. yalnizca sicakliklarin diismesi. Diisiik
sicakliklara dayanimin tam olarak gergeklesmesi i¢in her iki asamanin da olusmasinin
gerekli oldugu disiinilmektedir. Bitkilerde diisiik sicakliklara dayanim kazanma
siirecinin baslangicinda ROS’larin biriktigine (Prasad ve ark. 1994; Tao ve ark. 1998)
ve buna bagli olarak ROS’lar1 temizleyen antioksidant mekanizmalarin kapasitelerinin

yiikseldigine dair kanitlar (Kenedall ve McKersie 1989; Tao ve ark. 1998; Guo ve ark.
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2006) bulunmaktadir. Bu aragtirmalar genel olarak antioksidant enzim aktivitelerinin
H,0;’1 diizenleyebilmek amaciyla arttifin1 bildirmektedir. Zhou ve Zhao (2004), ¢im
bitkilerinde soguga uyumun erken donemlerinde sicakligin diisiisii ile beraber
antioksidant enzim aktivitelerinin yiikselmesinin soguga toleransin olugmasi i¢in gerekli
oldugunu belirtmiglerdir. Ancak, artislar1 saglayan sinyal mekanizmalar1 heniiz tam
olarak bilinmemektedir. Bu calismada da CAT ve APRX enzim aktivitelerinin
mevsimsel olarak en fazla oldugu aylarin LTsy’nin ilk yiikselmeye basladig:
sonbahar aylar1 olmas1 6nemli bir nokta olarak dikkati ¢cekmektedir. Bu agidan
degerlendirildiginde, bu calismanin devaminda “Gemlik” zeytin ¢esidinde yapilacak
caligmalarda antioksidant enzim aktivitelerinin yaninda H,O, seviyesinin 6l¢iilmesinin

mekanizmanin daha iyi aydinlatilabilmesi acisindan yerinde olacagi diisiiniilmiistir.

Calismada genel olarak, gerek yaprak gerekse kabuk dokularinda CAT ve
APRX enzim aktivitelerinin, soguk uyumun gergeklestigi sonbahar ve kis aylarinda yaz
aylarina gore daha yiiksek seviyelerde oldugu belirlenmistir. Bitkilerde soguga uyum
stirecinde antioksidant enzim aktivitelerinde bir takim degisiklikler olmaktadir (Walker
ve McKersie 1993). Ornegin, Kuk ve ark. (2003), soguga adapte olan hryar bitkisi
yapraklarinda adapte olmayanlara gére CAT ve APRX aktivitelerinin yiiksek oldugunu
ifade etmislerdir. Bu sonuglardan yola ¢ikan arastiricilar, diisiik sicaklik toleransinda
hiyarda soguga uyumda artmis antioksidatif enzim aktivitesi ile iliskili oldugunu
belirtmislerdir. Chen ve ark. (2006), herdemyesil Sabina bitkisinde soguga uyum
esnasinda CAT ve APRX enzimlerinin arttigini goéstermislerdir. Cansev ve ark. (2005,
2006, 2008) tarafindan ise, zeytin cesitlerinde kis aylarinda CAT ve APRX enzim
aktivitelerinin yaz aylarma gore daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bizim ¢alismamiz
da diisiik sicakliga uyum saglamis bitkilerin soguga tepki olarak enzimatik aktivitelerini

yukselttiklerini gésteren arastirmalarla paralellik arz etmistir.

Ote yandan, arastirmada LTso’nin artmaya basladigi sonbahar aylarinda
CAT ve APRX enzim aktiviteleri artis gosterirken, LTso’nin en fazla oldugu kis
aylarinda sonbahara gore aktivitede bir miktar azahs gerceklesmistir. Bahar
aylarinda ise, CAT ve APRX aktivitelerinin yine bir miktar yiikseldigi

belirlenmistir. Ayrica, ornekleme yapilan yorede mevsimsel olarak sonbahar ve



142

ilkbahar aylarindaki sicakhk farkhbklarimin fazla olmasmin dogal kosullar
altinda bitkilerde donma ¢o6ziinme durumuna neden oldugu diisiiniilmiistiir.
Bununla ilgili olarak, Chen ve ark. (2006), herdemyesil bir bitki olan Sabina’da soguga
uyumun ilk safhasinda (sonbahar aylari) antioksidant enzim aktivitelerinin arttigini
(APRX, CAT, PRX), dayanim kazanilan kis aylarinda enzim aktivitelerinin diistiigiinii,
ilkbahar aylarinda ise tekrar artis egilimine girdigini saptamislardir. Zhou ve Zhao
(2004) ve Chen ve ark. (2006) ise, bitkilerde dogal olarak donma ¢dzlinme
dongiisiiniin soguga uyumu saglayan veya soguga uyumdan ¢ikmaya yardimci olan
sinyal olarak angilanabilecegini One siirmiislerdir. “Gemlik” zeytin ¢esidi yaprak ve
kabuk dokularinda elde edilen bu sonuglar da yukarida 6rnek verilen galismalar1 ve 6ne

stiriilen hipotezi destekler niteliktedir.

Diisiik sicaklik uygulamalarina gére CAT ve APRX enzim aktivitelerinin
degisimi incelendiginde genel olarak, hem yaprak hem de kabuk dokularinda CAT
aktivitesinin diisiik sicaklik uygulamalar1 ile beraber azaldigini, oysa APRX
aktivitesinin -5°C uygulamasina kadar istatistiksel olarak degismedigi, -10°C’den
itibaren ise aylara bagl olarak diisiis gosterdigi gozlenmistir. Diisiik sicakliklarda CAT
aktivitesinin baskilandigini, APRX aktivitesinin ise de§ismedigini veya arttigini
gbsteren cesitli calismalar bulunmaktadir. Ornegin, Arpa, celtik, hryar, turp, tiitiin,
stitlegen (Euphorbia esula L.) ve Arabidopsis bitkilerinde diisiik sicaklik uygulanmasi
ile CAT aktivitesinde belirgin bir azalma belirlenmistir (Saruyama ve Tanida 1995;
Fadzillah ve ark. 1996; Streb ve ark. 1999; Lee ve Lee 2000; Davis ve Swanson 2001;
Gechev ve ark. 2003; Paranova ve ark. 2004). Celtik, hiyar ve Chorispora bungeana
bitkilerinde ise, diisiik sicaklik APRX enziminin dokularda aktive olmasina neden

olmustur (Fadzillah ve ark. 1996; Lee ve Lee 2000; Guo ve ark. 2006).

Tim bu calismalarda gosterilen CAT enzimindeki baskilanmanin hala tam
olarak net bir aciklamasi yapilamamistir. Ancak bu konu ile ilgili olarak g¢esitli
ongoriiler vardir. Bu Ongoriiler sunlardir: a) CAT ekspresyonun azalmasi; b) yliksek
H,0, konsantrasyonu tarafindan enzim aktivitesinin engellenmesinin tesvik edilmesi;
c) i¢csel (endojen) CAT inhibitdrlerinin birikimi (Anderson ve ark. 1995; Prasad 1996,
1997; Chamnongpol ve ark. 1998). Genel olarak, arastiricilar CAT aktivitesindeki
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distisi.  H,O, seviyesindeki yogun artisa baglamaktadirlar (substrat inaktivasyonu).
Bunun yaninda, bitkilerde ¢evresel stresler sonucunda hiicreler arasinda olusan H,O,,
ilk olarak APRX enziminin bulundugu sitoplazmaya niifuz etmekte, daha sonra CAT’in
bulundugu peroksizomlara (Sudhakar ve ark. 2001) ge¢mektedir. CAT'n aksine,
PRX(lar) elektron dondrlerini kullanarak etki gosterir, bu da PRX'm okside olabilen
bilesiklere bagimli oldugu anlamina gelir (Paronova ve ark. 2004). Ayrica H,O;’in
APRX’e affinitesi CAT’e gore daha fazladir. Bu nedenle APRX’in diisiik sicaklik
stresinde CAT’den daha etkin bigimde bitkileri diigiik sicaklik zararindan korudugu
diisiiniilmektedir (Asada 1992). Bu calismada elde edilen sonuclar literatiir bilgileri
i51¢inda  degerlendirildiginde, zeytin yaprak ve kabuk dokularinda diisiik
sicakliklarda ROS’un (6zellikle H,0,) yogun olarak birikmis olabilecegini ve
sitoplazmik APRX’in diisiik sicaklik stresi nedeniyle CAT deaktivitasyonu altinda

artan ROS’lar1 parc¢alayan anahtar enzim olabilecegini gostermektedir.

Diisiik sicakliklara dayanimda rol oynayan diger bir faktoér olan ¢oziinebilir
proteinler iizerine de pek c¢ok arastirma yapilmistir. Bir ¢ok bitki tiiriinde diisiik
sicakliklara dayanim ile ¢oziinebilir proteinlerin artis1 arasinda paralel bir iliskinin
oldugu gézlenmistir (Siminovitch ve Briggs 1949; Sakai ve Yoshida 1968; Pomeroy ve
ark. 1970; Arora ve ark. 1992,1996; Thomashow 1999).

Bu calismada da deneme siiresince toplam ¢oziinebilir proteinler (TCP) yaprak
ve kabuk dokusuna gére miktarca degismekle beraber, genel olarak hava sicakliklarinin
diistiigli sonbahar sonu kis mevsiminde LTso’nin artisina paralel sekilde artig
gostermistir. Ote yandan, bahar aylarida hava sicakliklarmin kademeli olarak artmasi
ve biiyiime ve gelismenin baslamasiyla birlikte 6zellikle Mart ayinda hem yaprak hem
de kabuk dokularinda TCP igerigi hizla diismiistiir. Bahar aylarindaki TCP igerigindeki
bu diisiis ayn1 sekilde LTso’nin azalmasi ile paralellik gostermistir. Bu sonuglari
destekler sekilde, herdemyesil bir tiir olan kizil ¢gamda yapilan bir ¢alismada kisin TCP
iceriginin arttig1 gosterilmistir (Pomeroy ve ark. 1970). Benzer sekilde yapragini doken
ve herdemyesil seftali ¢esitlerinde kis mevsiminde gergeklesen LTs, artisi ile birlikte

TCP iceriginde artis belirlenmistir (Arora ve ark. 1992, 1996). Bu sonuglara dayanarak
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zeytinde diisiik sicakliklara dayanimda ¢oziinebilir proteinlerin pozitif katki sagladigi

gorlisii one ¢cikmaktadir.

Bundan hareketle, zeytinde coziinebilir proteinlerin birikiminin diisiik
sicakliklara dayamimda olumlu etki yaptig1 goriilmektedir. Hatta Graham ve
Patterson (1982), diisiik sicakliklara dayanimda proteinlerin artisinin bir zorunluluk
oldugunu iddia etmistir. Bu diisinceden hareketle ileriki ¢aligmalarda, proteinlerin yap1
taglarin1 olusturan amino asitlerin de dona mukavemetle olan iliskilerinin daha detayl
olarak incelenmesinin oldukg¢a yararli olacagi ve konuya daha agiklik kazandiracagi

sOylenebilir.

TCP icerigi acisindan her iki dokuda da uygulama sicakhiklar diistiik¢e
aylar arasindaki farkhih@in daha belirgin hale geldigi dikkati cekmektedir.
Ozellikle -10°C’den itibaren yaz aylarindaki TCP icerigi ¢ok azalirken, kis
aylarinda protein birikiminin ¢ok daha fazla oldugu gézlenmistir. Ornegin,
-10°C’de yapraklarda TCP igerigi birinci deneme yilinda Agustos’da 0.10 mg/gTA;
Ocak’da 6.68 mg/gTA olarak tespit edilmistir. Kabuklarda ise, birinci deneme yilinda
TCP icerigi Haziran’da 0.28 mg/gTA; Ocak’da 1.96 mg/gTA olarak belirlenmistir.
Bunun yaninda, gerek yaprak ve gerekse kabuk dokularinda zararlanmanin Temmuz
ayinda Ocak ayma gore belirgin sekilde daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Ayrica
diistik sicaklik uygulamalarina goére SDS-PAGE profilleri incelendiginde, yaz aylarinda
-10°C uygulamasindan itibaren protein bandlarinin goriinmedigi; oysa kis aylarinda
-20°C uygulamasinda dahi tiim protein banlarimin mevcut oldugu goéze ¢arpmaktadir.
Bununla birlikte, benzer durum g¢alismada incelenen antioksidant enzim aktivitelerinde
de goriilmektedir. Disiik sicakliklarda bitkilerde hiicresel zararlanmanin sonucunda
proteinlerin denatiire olduguna dair kanitlar vardir (Guy ve ark. 1998). Dondan
zararlanan bitki hiicrelerinde, hiicre canliligmin yitirilmesi ile birlikte antioksidant
enzimlerin bozulmasi ya da aktivasyonunun kaybolmas1 s6z konusu olmaktadir (Guo ve
ark. 2006). Sunulan bu calismada toplam protein sonuclari ile antioksidant enzim
sonu¢larinin  birbirine paralel olmasi, hiicresel zararlanma derecesinin
proteinlerin denatiirasyonu iizerine olan etkisini gostermektedir. Bu durum bize,

soguga dayammmin en fazla oldugu kis mevsiminde doku proteinlerinin diisiik
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sicaklik kosullarinda yapilarinin korunabildigini, oysa dayanimin en az oldugu yaz
aylarinda ise aym sicakhk kosullarina karsi proteinlerin korunamadigina isaret

etmektedir.

Yaprak ve kabuk dokusunun aylik seyrine gore, SDS-PAGE profilleri
incelendiginde; yapraklarda 66 kDa ve 43 kDa; kabuklarda ise 70 kDa, 43 kDa, 23 kDa
ve 16 kDa molekiiler agirligindaki protein bantlarinin sonbahar ve kis aylarinda (Kasim,
Aralik, Ocak, Subat) sentezlerinin artti1; yaz aylarinda ise belirlenen bu bantlarinin
sentezinin olmadigi tespit edilmistir. Bu sonuglar, bitkilerde soguga uyum siiresince
yeni tip proteinlerin sentezlendigi ve biriktirildigi goriisi ile ortiismektedir (Craker ve
ark. 1969; Davis ve Gilbert 1970; Faw ve Jung 1972; Brown ve Bixby 1975; Faw ve
ark. 1976; Rosas ve ark. 1986; Guy 1990; Arora ve ark. 1992). Guy (1990) ve Arora ve
ark. (1992), bitkilerde soguga uyum siirecinde yeni bazi proteinlerin olustugunu ve kis

stiresince bu proteinlerin birikiminin genel bir tepki oldugunu 6ne stirmiistiir.

“Gemlik” zeytin ¢esidi yapraklarinin ve kabuklarimin SDS-PAGE profilleri iki
deneme yilinda da birbirinin aynis1 olmus ve periyodisiteye bagli 6zel bir protein
belirlenmemistir. Lavee (1996), zeytinde periyodisetenin genetik olarak belirlendigini
ancak ekolojik kosullardan ve Kkiiltiirel islemlerden ¢ok etkilendigini belirtmektedir.
Lavee ve Avidon (1994), yapraklarda “yok” yilinda TCP igeriginin yiiksek, “var”
yilinda ise TCP igeriginin diisiik oldugunu ve kabuklarda bu durumun tersinin gegerli
oldugunu ifade etmislerdir. Ayrica en az periyodisite gosteren zeytin cesitlerinin
yapraklarinda TCP igerigi acisindan yillar arasinda ¢ok az farklilik oldugunu
vurgulamislardir. Bizim c¢alismamizda ise daha once belirtildigi gibi “Gemlik” zeytin
cesidinin orta derecede periyodisite gdstermesi ve ekolojinin uygun olmasi ile bakim
sartlarinin 1yi olmasina bagl olarak, yaprak dokusunda her iki deneme yili arasinda
TCP icerigi agisindan farklilik goriilmemistir. Ote yandan, kabuk dokusunda ise “var”
yil1 olan birinci deneme doneminde daha fazla TCP igerigi belirlenmistir. Bu sonuglar

da Lavee ve Avidon (1994)’nin sonuglari ile uyum gostermektedir.

Guy (1990), soguga uyum saglamis ve diislik sicakliklara dayanikli bitkilerin

yeni tip proteinler iiretirken bu proteinlerin yaz dénemlerinde goriinmediklerini ileri
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stirmiistiir. Ayrica soguga uyum siirecinde SDS-PAGE profillerinde bazi mindr
bandlarin goriindiigii bazilarinin ise goriiniimiiniin kayboldugunu gosteren caligsmalar
bulunmaktadir. Ornegin, lahanada 7 kDa glikoproteinin (Sieg ve ark. 1996), yoncada
32,19 ve 15 kDa depo proteinlerinin (Dhont ve ark. 2006) ve orman giiliinde 27 kDa
proteinin soguga uyumla birlikte artti§i belirlenmistir. Bununla birlikte, soguga uyum
ile ilgili olarak proteinlerin hiicre alt1 yapilarina ait bilgiler heniiz smirlidir. Ote yandan,
son yillardaki ¢aligmalar diisiik sicaklik stresine giren bitkilerde plazma zarin1 dondan
koruyucu maddelerin 6nemini gosteren calismalar1 kapsamaktadir (Uemura ve Yoshida
1984; Uemura ve ark. 2006). Bilindigi tizere, diisiik sicaklik zararinda ilk hedef plazma
membranidir. Son yillarda fonksiyonel genomik (functional genomic) calismalarda
yasanan gelismeler, donma kosullarinda plazma membraninda sentezlenen yeni tip
proteinlerin gorevleri hakkinda ilging bilgiler edinilmesini saglamistir (Uemura ve ark.
2006). Sunulan bu arastirmada, 66 ve 43 kDa yaprak proteinleri ve 70, 43, 30, 23
ve 16 kDa kabuk proteinlerinin birikiminin LTs¢’nin artisina paralel olmasi, bu
proteinlerin plazma membram icin 6zel ya da dehidrin benzeri bir protein
olabilecegini isaret etmektedir. Nitekim, immiinunoblot calismalar1 yapraklarda
43 ve 16 kDa, kabuklarda da 43, 30, 23 ve 16 kDa molekiiler agirhgindaki
polipeptidlerin dehidrin proteini oldugunu gostermistir. Gerek yaprak gerekse
kabuklarda tespit edilen bu dehidrin proteinleri kis aylarinda yaz aylarina gore
daha fazla sentezlenmistir. Bu sonuclar dehidrinlerin mevsimsel degisimini gdsteren
calismalar ile paralel olmustur (Wisniewski ve ark. 1996; Arora ve ark. 1997; Sarhan ve

ark. 1997; Danyluk et al. 1998; Puhakéinen ve ark. 2004; Rorat ve ark. 2006).

Dehidrin grubu proteinlerin diislik sicaklik stresindeki rolleri heniiz tam olarak
anlagilamamigtir. Ancak, gliniimiize kadar yapilan ¢alismalar dehidrinlerin membranlari
ve makromolekiilleri stabilize ettigi, dehidrasyon sirasinda hiicresel yapinin
zararlanmasin1  Onledigi ve enzimlerin aktivitelerini muhafaza ettiklerini kanitlar
yondedir (Svensson ve ark. 2002). Bizim ¢alismamizda da membran zararlanmasini
gosteren  zararlanma  oranlar1  ile dehidrin  proteinlerinin  durumu
degerlendirildig@inde; membran zararlanmasmin diisiik oldugu kis aylarinda
dehidrin proteinlerinin daha fazla sentezledigini, zararlanmanin yiiksek oldugu

yaz aylarinda ise dehidrinlerin daha az sentezlendigini gostermektedir. Bu durum
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dehidrinlerin membran yapisim korudugu hipotezi ile értiismektedir. Ote yandan,
aym genotipe ait farkli molekiiler agirliktaki dehidrinlerin degisik rollere sahip
olabilecegine (Ornegin, diisiik sicaklik, su stresi, ABA, fotoperiyod) ait goriisler vardir
(Lim ve ark. 1999). Ornegin, Marian ve ark. (2004), rodedondranda 25 kDa dehidrin
proteinin kisa giin kosullarinda, 32 ve 26 kDa dehidrin proteinlerinin ise diisiik
sicaklikla tesvik edildigini gostermislerdir. Stupnikova ve ark. (2004) ise, bugdayda
209, 196, 66, 50 ve 41 kDa dehidrinlerinin soguga adaptasyonun ilk asamasinda etkili
oldugunu, bununla birlikte 24, 22, 17, 15 ve 12 kDa dehidrinlerinin don stresi sirasinda
tepki olarak sentezlendiklerini belirtmislerdir. Ayrica arastirmacilar, bu bitkide diisiik
molekiiler agirliktaki dehidrinlerin stres toleransinin artmasinda rol oynadigini, yiiksek
molekiiler agirliktaki dehidrinlerin kisa giinle tesvik edildigini vurgulamislardir. Yine
bitkilerde plazma membrani ve hiicre alt1 yapilarinda bulunan dehidrinlerin bazilarinin
fotoperiyoda bagli olarak (Marian ve ark. 2004) bazilarinin ise, diisiik sicakliklarda
etkinliklerinin arttigt ve donma esnasinda da membran yapisin1 korudugu ileri
stiriilmektedir (Puhakainen ve ark. 2004). Burada sununlan arastirmada tespit edilen
dehidrinlerden 23 ve 16 kDa molekiiler agirligindaki proteinlerin diisiik sicaklik
uygulamalar1 ile daha fazla sentezlendigi; 43 ve 30 kDa molekiiler agirligindaki
proteinlerin ise uygulama sicakliklarina gore degismedigi goriilmektedir. Bu ag¢idan
degerlendirildiginde, 23 ve 16 kDa proteinlerinin diisiik sicakhklarla tesvik
edildigini ancak 43 ve 30 kDa proteinlerinin ise fotoperiyoda bagh olabilecegini
gostermektedir. Bu durumu agikliga kavusturmak igin ileriki ¢alismalarda kontrollii
kosullarda fotoperiyod ve diisiik sicaklik uygulamalar1 yapilarak kurulacak denemeler,

konunun daha net ortaya konulabilmesini saglayacaktir.

Ayrica, dehidrin proteinlerin mevsimsel degisimi ile LTsy ve toplam protein
goriintiilerinin tam olarak paralellik gostermesi dikkat cekicidir. Bu durum bize,
bitkinin ekonomik zarar esiginin (LTs¢) iizerine c¢ikildiginda hiicresel yapilarin

geri doniisiimsiiz olarak bozulduguna isaret eden kuvvetli bir kamit sunmaktadir.

Sonu¢ olarak, zeytin yaprak ve kabuk dokularinda diisiik sicakhklarin
LTs, sekerler, proteinler ve enzimler iizerine etkileri mevsimlere ve sicakhklara

gore farkh diizeyde olmustur. Zeytin bitkisi giinliilk hava sicakliklarin kademeli
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olarak azalmasi ile birlikte hiicre membran dayamkhhgm arttirarak onemli
derecede diisiik sicakhklara dayanim kazanmistir. Bu siirecte dona dayamm
mekanizmasinda 6nemli rolleri olan ¢oziinebilir sekerler, antioksidant enzimler ve
¢oziinebilir proteinler artis gostermistir. Ayrica, sukrozun TCS ve glukoza gore;
APRX’in CAT enzimine gore diisiik sicakhik stresi esnasinda daha etkili oldugu
ortaya konulmustur. Bununla birlikte, ¢calismanmin diger bir amacim olusturan
diisitk sicakhiklarda degisen belirleyici proteinlerin arastirilmasi1 esnasinda
yapraklarda 43 ve 16 kDa; kabuklarda ise 43, 30, 23 ve 16 kDa dehidrin

proteinlerinin diisiik sicakliklara dayanimla iliskili oldugu belirlenmistir.

Su ana kadarki bilgilerimize gore, bu calisma zeytinde diisiik sicakhiklara
dayamini dogal yasam sartlarinin yanisira yapay diisiik sicaklik testleri ile beraber
inceleyen ilk detaylh calismadir. Ayrica zeytinlerde antioksidant enzimler ve
dehidrin benzeri proteinlerle ilgili yapilmis bir arastirmaya da rastlanmamistir.
Bu acidan degerlendirildiginde, bu calismadan elde edilen 6zgiin sonuclar genel
olarak herdemyesil bitkilerdeki soguga dayamklilik mekanizmasinin; 6zel olarak
ise, zeytinde soguga dayanmkhihgin fizyolojik mekanizmasmin ac¢iklanmasina

yardimei olmaya ¢calismstir.
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Ek-1 “Gemlik” Zeytin Cesidi’nde Yapraklarda Zararlanma Oranlar:
(%)Interaksiyon Tablosu

Kareler Ortalama )
Kaynak Toplami1 SD Kareler Top. F 0.D
Diizeltilmis Model 191105.300(a) 95 2011.635 153.378 .000
Kesisme 437117.288 1 437117.288 33328.240 .000
Sicaklik 159593.796 3 53197.932 4056.105 .000
Ay 17164.592 11 1560.417 118.975 .000
Yil 445.925 1 445.925 34.000 .000
Sicaklik * Ay 4344 877 33 131.663 10.039 .000
Sicaklik * Y1l 760.793 3 253.598 19.336 .000
Ay * Y1l 600.844 11 54.622 4.165 .000
Sicaklik *Ay* Y1l 1276.172 33 38.672 2.949 .000
Hata 2137.830 163 13.116
Toplam 638264.666 259
Diizeltilmis Toplam 193243.130 258
SD: Serbertlik Derecesi, O.D: Onem Derecesi (%5)
Ek-2 “Gemlik” Zeytin Cesidi’nde Kabuklarda Zararlanma Oranlan
(%)interaksiyon Tablosu
Kareler Ortalama )
Kaynak Toplami1 SD Kareler Top. F 0.D
Diizeltilmis Model 151227.676(a) 95 1591.870 180.976 .000
Kesisme 307122.007 1 307122.007 | 34916.054 .000
Sicaklik 968.360 1 968.360 110.091 .000
Ay 11177.764 11 1016.160 115.525 .000
Yil 126206.908 3 42068.969 4782.733 .000
Sicaklik * Ay 853.735 11 77.612 8.824 .000
Sicaklik * Y1l 681.293 3 227.098 25.818 .000
Ay*yil 2932.232 33 88.856 10.102 000
Srecaklk *Ay* Yil 2027.342 33 61.435 6.984 000
Hata 1477.730 168 8.796
Toplam 455337.607 264
Diizeltilmis Toplam 152705.406 263

SD: Serbertlik Derecesi, O.D:

Onem Derecesi (%5)
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Ek-3 “Gemlik” Zeytin Cesidi’nde Yapraklarda Diisiik Sicaklik Toleransi (LTsg)
(°C) Interaksiyon Tablosu

Kareler Ortalama )
Kaynak Toplanu SD Kareler Top. F 0.D

Diizeltilmis Model | 651.225(a) 23 28.314 42514 .000
Kesisme 5694.966 1 5694.966 | 8550.975 .000
Ay 531.761 11 48.342 72.585 .000
Yil 53.185 1 53.185 79.857 .000
Ay * Yl 75.418 11 6.856 10.295 .000
Hata 27.972 42 .666

Toplam 6288.276 66

Diizeltilmis Toplam 679.197 65

SD: Serbertlik Derecesi, O.D: Onem Derecesi (%5)

Ek-4 “Gemlik” Zeytin Cesidi’nde Kabuklarda Diisiik Sicaklik Toleransi (L.'Tsg)
(°C) Interaksiyon Tablosu

Kareler Ortalama )
Kaynak Toplami1 SD Kareler Top. F 0.D

Diizeltilmis Model 835.627(a) 23 36.332 33.964 .000
Kesisme 7488.988 1 7488.988 7000.875 .000
Ay 737.347 11 67.032 62.663 .000
Yil 11.589 1 11.589 10.834 .002
Ay * Yl 70.619 11 6.420 6.001 .000
Hata 38.510 36 1.070

Toplam 8360.941 60

Diizeltilmis Toplam 874.137 59

SD: Serbertlik Derecesi, O.D: Onem Derecesi (%5)




Ek-5 “Gemlik” Zeytin Cesidi’nde Yapraklarda Toplam Coziinebilir Seker igerigi
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(mg/gTA) interaksiyon Tablosu

Kareler Ortalama )
Kaynak Toplanu SD Kareler Top. F 0.D
Diizeltilmis Model 13751.353(a) 119 115.558 5.514 .000
Kesisme 147951.856 1 147951.856 7059.661 .000
Sicaklik 39.899 1 39.899 1.904 .169
Ay 8208.255 11 746.205 35.606 .000
Yil 1236.898 4 309.225 14.755 .000
Sicaklik * Ay 2065.245 11 187.750 8.959 .000
klik * Yil
Steaklik * Y1 65.010 4 16.253 776 542
Ay * Yil 1277.052 44 29.024 1.385 .067
klik *Ay* Y1l
Stcakls y ! 904.095 44 20.548 980 513
Hata 4820.193 230 20.957
Toplam 167658.205 350
Diizeltilmis Toplam 18571.546 349

SD: Serbertlik Derecesi, O.D: Onem Derecesi (%5)

Ek-6 “Gemlik” Zeytin Cesidi’nde Kabuklarda Toplam Céziinebilir Seker Icerigi

(mg/gTA) Interaksiyon Tablosu

Kareler Ortalama )
Kaynak Toplami SD Kareler Top. F 0.D
Diizeltilmis Model 8269.038(a) 119 69.488 5.888 .000
Kesisme 146839.001 1 146839.001 12441.368 .000
Sicaklik 147.089 4 36.772 3.116 .016
Ay 238.974 1 238.974 20.248 .000
Yil 5501.656 11 500.151 42.377 .000
*
Stcaklik * Ay 24910 4 6.228 528 716
Sicaklik * Y1l 1156.912 44 26.293 2.228 .000
Ay *Yi1l 458.382 11 41.671 3.531 .000
* *
Steaklik *Ay* Y1l 723.147 44 16.435 1393 063
Hata 2820.793 239 11.802
Toplam 157981.278 359
Diizeltilmis Toplam 11089.831 358

SD: Serbertlik Derecesi, O.D: Onem Derecesi (%5)
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Ek-7.”Gemlik” Zeytin Cesidi’nde Yapraklarda Glukoz I¢erigi (mg/gTA)
Interaksiyon Tablosu

Kareler Ortalama )
Kaynak Toplanu SD Kareler Top. F 0.D
Diizeltilmis Model 6682.917(a) 119 56.159 4.744 .000
Kesigme 87743.988 1 87743.988 7411.805 .000
Sicaklik 13.862 1 13.862 1.171 280
Ay 4187.938 11 380.722 32.160 .000
Yil 344.909 4 86.227 7.284 .000
Sicaklik * Ay 398.628 11 36.239 3.061 .001
Sicaklik * Y1l
71.210 4 17.803 1.504 202

Ay * Yil 851.052 44 19.342 1.634 .011
Sicaklik *Ay* Yil

869.665 44 19.765 1.670 .009
Hata 2817.542 238 11.838
Toplam 96874.992 358
Diizeltilmis Toplam 9500.458 357

SD: Serbertlik Derecesi, O.D: Onem Derecesi (%5)

Ek-8.j’Gemlik” Zeytin Cesidi’nde Kabuklarda Glukoz Icerigi (mg/gTA)
Interaksiyon Tablosu

Kareler Ortalama )
Kaynak Toplami SD Kareler Top. F 0.D
Diizeltilmis Model 5024.475(a) 119 42.222 6.010 .000
Kesisme 65748.882 1 65748.882 9359.132 .000
Sicaklik 131.346 1 131.346 18.697 .000
Ay 3748.481 11 340.771 48.508 .000
Yil 12.839 4 3.210 457 7167
Sicaklik * Ay 130.976 11 11.907 1.695 .077
Sicaklik * Y1l
51.669 4 12.917 1.839 123

Ay * Y1l 499.807 44 11.359 1.617 .015
Sicaklik *Ay* Yil

319.646 44 7.265 1.034 424
Hata 1348.820 192 7.025
Toplam 74694.537 312
Diizeltilmis Toplam 6373.296 311

SD: Serbertlik Derecesi, O.D: Onem Derecesi (%5)
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Ek-9.”Gemlik” Zeytin Cesidi’nde Yapraklarda Sukroz Icerigi (mg/gTA)
Interaksiyon Tablosu

Kareler Ortalama )
Kaynak Toplami1 SD Kareler Top. F 0.D
Diizeltilmis Model 587.614(a) 119 4938 16.803 .000
Kesisme 800.704 1 800.704 2724.744 .000
Sicaklik 1.640 1 1.640 5.581 .019
Ay 517.834 11 47.076 160.196 .000
Yil 10.232 4 2.558 8.705 .000
Sicaklik * Ay 15.347 11 1.395 4.748 .000
Sicaklik * Y1l
531 4 133 452 771

Ay * Y1l 20.311 44 462 1.571 .019
Sicaklik *Ay* Yil

6.808 44 155 .527 .994
Hata 62.005 211 294
Toplam 1448.913 331
Diizeltilmis Toplam 649.619 330

SD: Serbertlik Derecesi, O.D: Onem Derecesi (%5)

Ek-10.”Gemlik” Zeytin Cesidi’nde Kabuklarda Sukroz I¢erigi (mg/gTA)
Interaksiyon Tablosu

Kareler Ortalama )
Kaynak Toplami1 SD Kareler Top. F 0.D
Diizeltilmis Model 615.414(a) 119 5.172 14.373 .000
Kesisme 3728.521 1 3728.521 10362.624 .000
Sicaklik 8.431 1 8.431 23.431 .000
Ay 505.178 11 45.925 127.640 .000
Yil 25.099 4 6.275 17.440 .000
Sicaklik * Ay 8.780 11 798 2.218 .014
Sicaklik * Y1l
1.181 4 295 .821 513

Ay * Y1l 37.207 44 .846 2.350 .000
Sicaklik *Ay* Yil

30.518 44 .694 1.928 .001
Hata 85.634 238 .360
Toplam 4402.606 358
Diizeltilmis Toplam 701.048 357

SD: Serbertlik Derecesi, O.D: Onem Derecesi (%5)
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Ek-11.”Gemlik” Zeytin Cesidi’nde Yapraklarda Katalaz Enzim Aktivitesi
(nmol/mgprotein) Interaksiyon Tablosu

Kareler Ortalama )
Kaynak Toplami1 SD Kareler Top. F 0.D
Diizeltilmis Model 62282.620(a) 119 523.383 13.595 .000
Kesisme 98210.567 1 98210.567 2550.986 .000
Sicaklik 11.147 1 11.147 290 .591
Ay 32728.575 11 2975.325 77.283 .000
Yil 15987.246 4 3996.811 103.816 .000
Sicaklik * Ay 1066.165 11 96.924 2.518 .006
Sicaklik * Y1l
268.341 4 67.085 1.743 .143

Ay * Y1l 12138.606 44 275.877 7.166 .000
Sicaklik *Ay* Yil

1808.909 44 41.112 1.068 372
Hata 6929.830 180 38.499
Toplam 177265.884 300
Diizeltilmis Toplam 69212.450 299

SD: Serbertlik Derecesi, O.D: Onem Derecesi (%5)

Ek-12.”Gemlik” Zeytin Cesidi’nde Kabuklarda Katalaz Enzim Aktivitesi
(nmol/mgprotein) interaksiyon Tablosu

Kareler Ortalama )
Kaynak Toplami SD Kareler Top. F 0.D
Diizeltilmis Model 31117.779(a) 119 261.494 5.665 .000
Kesisme 89972.623 1 89972.623 1949.314 .000
Sicaklik 661.372 1 661.372 14.329 .000
Ay 15111.102 11 1373.737 29.763 .000
Yil 1921.454 4 480.364 10.407 .000
Sicaklik * Ay 832.637 11 75.694 1.640 .091
Sicaklik * Yil
222.369 4 55.592 1.204 310

Ay * Y1l 7769.811 44 176.587 3.826 .000
Sicaklik *Ay* Yil

3620.650 44 82.287 1.783 .004
Hata 8677.336 188 46.156
Toplam 134229.562 308
Diizeltilmis Toplam 39795.115 307

SD: Serbertlik Derecesi, O.D: Onem Derecesi (%5)
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Ek-13.”Gemlik” Zeytin Cesidi’nde Yapraklarda Askorbat Peroksidaz Enzim
Aktivitesi (nmol/mgprotein) Interaksiyon Tablosu

Kareler Ortalama )
Kaynak Toplanu SD Kareler Top. F 0.D
Diizeltilmis Model 69.360(a) 119 .583 16.118 .000
Kesigme 123.856 1 123.856 3424918 .000
Sicaklik .013 1 .013 362 .548
Ay 41.412 11 3.765 104.103 .000
Yil 5.442 4 1.360 37.618 .000
Sicaklik * Ay 1.889 11 172 4.749 .000
Sicaklik * Y1l
.684 4 171 4.729 .001

Ay * Yil 13.544 44 .308 8.512 .000
Sicaklik *Ay* Yil

3.470 44 .079 2.181 .000
Hata 6.907 191 .036
Toplam 191.284 311
Diizeltilmis Toplam 76.268 310

SD: Serbertlik Derecesi, O.D: Onem Derecesi (%5)

Ek-14.”Gemlik” Zeytin Cesidi’nde Kabuklarda Askorbat Peroksidaz Enzim

Aktivitesi (umol/mgprotein) Interaksiyon Tablosu

Kareler Ortalama )
Kaynak Toplami SD Kareler Top. F 0.D
Diizeltilmis Model 187.613(a) 119 1.577 7.810 .000
Kesisme 529.259 1 529.259 2621.953 .000
Sicaklik 37.847 1 37.847 187.494 .000
Ay 74.578 11 6.780 33.587 .000
Yil 25.031 4 6.258 31.001 .000
Sicaklik * Ay 8.320 11 756 3.747 .000
Sicaklik * Yil
1.241 4 310 1.537 193

Ay * Y1l 17.188 44 391 1.935 .001
Sicaklik *Ay* Yil

11.506 44 261 1.295 119
Hata 41.179 204 202
Toplam 773.359 324
Diizeltilmis Toplam 228.792 323

SD: Serbertlik Derecesi, O.D: Onem Derecesi (%5)




179

Ek-15.”Gemlik” Zeytin Cesidi’nde Yapraklarda Toplam Coéziinebilir Protein
Icerigi (mg/gTA) Interaksiyon Tablosu

Kareler Ortalama )
Kaynak Toplami1 SD Kareler Top. F 0.D
Diizeltilmis Model 3641.045(a) 119 30.597 66.799 000
Kesisme 8891.950 1 8891.950 |  19412.720 000
Sicaklik 2455.943 4 613.986 |  1340.441 000
Ay 473.494 11 43.045 93.975 000
il 12.155 1 12.155 26.536 000
Sicaklik * Ay 333.079 44 7.570 16.527 000
klik * Yil
Steaklik * Y1 4.062 4 1.016 2217 068
Ay * Y1l 167.820 11 15.256 33307 000
klik *Ay* Yil
Steaklik *Ay* Y1 130.639 44 2.969 6.482 000
Hata 109.931 240 458
Toplam 12789.711 360
Diizeltilmis Toplam 3750.977 359

SD: Serbertlik Derecesi, O.D: Onem Derecesi (%5)

Ek-16.”Gemlik” Zeytin Cesidi’nde Kabuklarda Toplam Coziinebilir Protein
I¢erigi (mg/gTA) interaksiyon Tablosu

Kareler Ortalama )
Kaynak Toplami SD Kareler Top. F 0.D
Diizeltilmis Model 160.012(a) 119 1345 17.269 000
Kesisme 539.579 1 539.579 | 6929.850 000
Sicaklik 2.708 1 2.708 34773 000
Ay 24.605 1 2237 28.728 000
il 91.523 4 22881 |  293.858 000
Sicaklik * Ay 11.626 1 1.057 13.574 000
klik * Y1l
Seaklik * Y1 3.071 4 768 9.860 000
Ay * Y1l 10.940 44 249 3.193 000
klik *Ay* Y1l
Steaklik *Ay* Y1 6.094 44 139 1779 005
Hata 13.315 171 078
Toplam 714.365 291
Diizeltilmis Toplam 173.326 290

SD: Serbertlik Derecesi, O.D: Onem Derecesi (%5)
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Sekil 3.16.Gemlik zeytin ¢esidi yapraklarinda aylara gore SDS- PAGE toplam protein profilleri, MW: Molekiiler Agirlik Standardi
(kDa).
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Sekil 3.17 A.Gemlik zeytin ¢esidi yapraklarinda aylar ve diisiik sicaklik uygulamalarina gore SDS- PAGE toplam protein
profilleri. MW: Molekiiler Agirlik Standardi (kDa), Diisiik Sicaklik Uygulamalari: (1). Kontrol, (2). 4 °C, (3). -5 °C,
4).-10°C, (5).-20 °C
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Sekil 3.17 B.Gemlik zeytin cesidi yapraklarinda aylar ve diisiik sicaklik uygulamalarina gore SDS- PAGE toplam protein
profilleri. MW: Molekiiler Agirlik Standardi (kDa), Diisiik Sicakhik Uygulamalari: (1). Kontrol, (2). 4 °C, (3). -5 °C, (4). -10 °C,
(5).-20 °C
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Sekil 3.18.Gemlik zeytin cesidi kabuklarinda aylara gore SDS- PAGE toplam protein profilleri. MW: Molekiiler Agirlik
Standardi (kDa).
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Sekil 3.19 A.Gemlik zeytin ¢esidi kabuklarinda aylar ve diisiik sicaklik uygulamalarina gore SDS- PAGE toplam
protein profilleri. MW: Molekiiler Agirlik Standardi (kDa), Diisiik Sicakhik Uygulamalari: (1). Kontrol, (2). 4 °C,

3). -5 °C, (4). -10 °C, (5). -20 °C
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Sekil 3.19 B.Gemlik zeytin cesidi kabuklarinda aylar ve diisiik sicaklik uygulamalarina gore SDS- PAGE toplam protein

profilleri. MW: Molekiiler Agirlik Standardi (kDa), Diisiik Sicaklik Uygulamalari: (1). Kontrol, (2). 4 °C,

°C, (4).-10°C, (5).-20 °C
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Sekil 3.20. Gemlik zeytin cesidi’inde yapraklarda aylar ve diisiik sicakhik uygulamalarina gore 16 kDa dehidrin proteinin
goriiniimii (A) ve 16 kDa dehidrin proteinin band yogunlugu (B). Uygulamalar: 1: Temmuz-Kontrol; 2: Temmuz - 4 °C;
3: Temmuz-(-5) °C; 4: Temmuz - (-10) °C ; 5:Temmuz - (-20) °C ; 6:Ocak-Kontrol; 7: Ocak - 4 °C; 8: Ocak-(-5) °C; 9: Ocak -
(-10) °C ; 10: Ocak - (-20) °C
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Sekil 3.21. Gemlik zeytin cesidi’inde yapraklarda aylar ve diisiik sicakhk uygulamalarina gore 43 kDa dehidrin proteinin
goriiniimii (A) ve 43 kDa dehidrin proteinin band yogunlugu (B). Uygulamalar: 1: Temmuz-Kontrol; 2: Temmuz - 4 °C;
3: Temmuz-(-5) °C; 4: Temmuz - (-10) °C ; 5:Temmuz - (-20) °C ; 6:Ocak-Kontrol; 7: Ocak - 4 °C; 8: Ocak-(-5) °C; 9: Ocak -
(-10) °C ; 10: Ocak - (-20) °C
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Sekil 3.22. Gemlik zeytin cesidi’inde kabuklarda aylar ve diisiik sicaklik uygulamalarina gore 16 kDa dehidrin proteinin
goriiniimii (A) ve 16 kDa dehidrin proteinin band yogunlugu (B). Uygulamalar: 1: Temmuz-Kontrol; 2: Temmuz - 4
°C; 3: Temmuz-(-5)°C; 4: Temmuz - (-10) °C ; 5: Temmuz - (-20) °C ; 6:0cak-Kontrol; 7: Ocak - 4 °C; 8: Ocak-(-5) °C; 9:
Ocak - (-10) °C ; 10: Ocak - (-20) °C
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Sekil 3.23.Gemlik zeytin cesidi’inde kabuklarda aylar ve diisiik sicaklik uygulamalarina gore 23 kDa dehidrin proteinin
goriiniimii (A) ve 23 kDa dehidrin proteinin band yogunlugu (B). Uygulamalar: 1: Temmuz-Kontrol; 2: Temmuz - 4
°C; 3: Temmuz-(-5) °C; 4: Temmuz - (-10) °C ; 5:Temmuz - (-20) °C ; 6:0cak-Kontrol; 7: Ocak - 4 °C; 8: Ocak-(-5) °C; 9:
Ocak - (-10) °C ; 10: Ocak - (-20) °C
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Sekil 3.24.Gemlik zeytin cesidi’inde kabuklarda aylar ve diisiik sicaklik uygulamalarina gore 30 kDa dehidrin proteinin
goriiniimii (A) ve 30 kDa dehidrin proteinin band yogunlugu (B). Uygulamalar: 1: Temmuz-Kontrol; 2: Temmuz - 4
°C; 3: Temmuz-(-5) °C; 4: Temmuz - (-10) °C ; 5: Temmuz - (-20) °C ; 6:0cak-Kontrol; 7: Ocak - 4 °C; 8: Ocak-(-5) °C; 9:
Ocak - (-10) °C ; 10: Ocak - (-20) °C
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Sekil 3.25. Gemlik zeytin cesidi’inde kabuklarda aylar ve diisiik sicaklik uygulamalarina gore 43 kDa dehidrin proteinin
goriiniimii (A) ve 43 kDa dehidrin proteinin band yogunlugu (B). Uygulamalar: 1: Temmuz-Kontrol; 2: Temmuz - 4
°C; 3: Temmuz-(-5)°C; 4: Temmuz - (-10) °C ; 5:Temmuz - (-20) °C ; 6:0Ocak-Kontrol; 7: Ocak - 4 °C; 8: Ocak-(-5) °C; 9:
Ocak - (-10) °C ; 10: Ocak - (-20) °C
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