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ONSOz

Zeytinin olgunlasma sirasinda dalinda tatlilasmasi izmirin Karaburun yarimadasinin
baskin zeytin tipi olan Erkence’de goérilmekte olan bir durumdur. Aciidini kaybeden bu
zeytinler Hurma zeytin olarak bilinmektedir. Benzer durumlara Tunus ve Yunanistan’in belirli
bélgelerinde yetisen zeytinlerde de rastlanmistir. Bugtine kadar Hurma zeytin tzerinde kisitli
sayida calisma yapilmistir. Tubitak tarafindan desteklenen bu proje (Tubitak TOVAG
1100780) ile Hurma zeytinin aciligini yitirme surecini aydinlatmak amaci ile bu zeytinin,
hurmalagsmamis Erkence ve Gemlik tipi zeytinlerle karsilastirmali olarak kimyasal ve
mikrobiyolojik karakterizasyonu yapilmistir. Bu g¢alisma sonucunda iki yuksek lisans tezi
tamamlanmig, konu Uzerinde su ana kadar bir bilimsel makale kabul edilmis ve ulusal veya
uluslarasi cesitli konferanslarda dokuz bildiri sunulmustur.

Bu projeye d6rnek saglanmasinda yardimci olan Karaburun ilgesi Eglenhoca koyi
sakinlerine, kimyasal ve mikrobiyolojik analizlerde destek saglayan iYTE BIYOMER ve Cevre
Gelistirme, Uygulama ve Arastirma Merkezine ve maddi destek saglayan Tubitak’a tesekklr

ederiz.



ICINDEKILER

(0] N1 40O OO i
ICINDEKILER ...ttt tese ettt st ae st nas s st et anastesnassasssensnaneaes ii
TABLOLAR ...ttt ettt ettt e b e st b e e bt e s st e e b e e snn e e reenneenreens iv
SEKILLER ...ttt seetes ettt s s sss s sas s s e sstessssessesasasnensas Vi
(@ 74 = LU T U OO X
ABSTRACT ..ttt et e s e b e e s ae e e bt e sbe e et e e sareeneesnneeneesnneen Xi
T €11 =1 J OO 1
2. LITERATUR OZETH oottt ssnas e snes 2
P o 1T F= U= 1 L PR 2
2.2. Zeytininin Kimyasal KarakterizaSyonu............cccccciiiiiiiiiiiiii 3
2.3. Zeytinin Mikrobiyolojik KarakterizasSyOnU............ccccivveiiiiiiiiieec i 4
2.4. Mikroorganizmalarin Molekuler Yontemlerle Tanimlanmasi ............coovvvvvviiiiiiiiiiiinnnne. 6
2.4.1. Laktik Asit Bakterileri ve Mayalarin Molekuler Yontemle Tanimlanmasi................ 6
2.4.2. Phoma Susglarinin Molekiler Yontemle Tanimlanmasi ...........cooeveeiiiieeevveeiiinnnnnn. 6

3. GEREG VE YONTEM......oootoiieieeeeeeeeeeeete et sas s ansnes 7
3.1 OrNEKIBIME .....oviiiieieeee ettt ettt ettt ettt ne e re e 7
3.2, KIimMYasal ANGLIZIET ......ccovviiiiiiiiiiiiiiieiee ettt 8
3.2.1.  OIguNIESMa INAISI......ccveieeieeeecee ettt e e 8
3.2.2. RULIN ANGIZIET ... e 8
020 T 1= (=Y (R IF- Y/ o 8
3.2.4.  Organik ASIt TAYIN ......uuuuuuuiniiiiiiiiiiiib e 8
3.2.5.  TOPIamM FENOI IGEIGi. ... cveeeeeceeiee ettt are e 9
3.2.6.  FNOI PrOfili...ceeeeiiie s 9
3.2.7. YA ASIdi Profili.........ueeeii e 10
3.3, Mikrobiyolojik ANALZIET .........oi i 10
T T B o PV T @ T4 o U= 1= o T Y R 10
3.3.2. Mikroorganizma SayIMIart .............ccouiiiiiiiiiiee e 11
3.3.3. izolasyon ve izolatlarin SaKIaNmMas!..............c.cccceeueeveeeeeieeeeeeeeee e 11
3.3.4. Bakterilerin Tanimlanmasinda Kullanilan Morfolojik, Biyokimyasal ve Molekuler
=511 L U 12
3.3.5. Kuflerin Tanimlanmasinda Kullanilan Morfolojik ve Molekuler Testler.................. 13
3.3.6. Mayalarin Tanimlanmasinda Kullanilan Morfolojik ve Molekuler Testler .............. 16

3.4, IStatiStKSEl ANGIZIET ........ccuiieeeeeee ettt eae e 17
4. BULGULAR VE TARTISMA ...ttt ettt sae e enna s 18
4.1. Kimyasal KaraKteriZaSYON ..........ceuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee ettt 18
4.1.1.  Zeytinlerin SeKer ICEMKIN .........coivv i, 22



4.1.2.  Zeytinlerin Organik Asit IGErKIEri ............ceiveeeeieeeeieceeeeeeeee e, 27

4.1.3.  Zeytinlerin Toplam Fenol IGEriKIEr.........c..ccuvieiieece e 32
4.1.4.  Zeytinlerin FENOl Profilleri...........oooo o 35
4.1.5.  Zeytinlerin Yag IGerKIEi........cc.eoeeieeeeee ettt ee e ane s 40
4.1.6. Zeytinlerin Yag Asidi Profilleri............ooooo 41
4.1.7. Degisik Parametrelerin KOmbinasyonu............cccooeiiiiiiiiiiiiiii e 51

4.2.  Mikrobiyolojik KarakterizasyOn .............ceeueieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeee e 53
4.2.1.  Mikrobiyolojik Sayim SONUGIArI..............uuiiiii i 53
4.2.2. Bakteri izolatlarinin Tanimlanmasi ............cccovevueeeeeieeieeeece e, 62
4.2.3.  Kif izolatlarinin Tanimlanmas...........cc.oeeevieeeeieee e, 68
4.2.4. Phoma Suslarinin Molekller Yontemle Tanimlanmasi ..........cccceevvveeevvieeninnnnnn. 78
4.2.5. Maya izolatlarinin TanimIanmMas! .............cccceeeeveeeeeieeeeeeeeeeeee e, 83

4.3. Kimyasal ve Mikrobiyolojik Veriler Arasindaki Baglantilar..............ccccooooiviiiininnnnnnn. 95
5. SONUGLAR ..ottt ettt ettt e e aa e s ae e beeaeesreeseensesseeseennas 101
6. PROJE CIKTILARI ..ottt sttt s 103
KAYNAKLAR .ttt ettt e e e st e e st e e e s sttt e e e sasteeesenasaeeeessseeeeennneees 104



TABLOLAR

Tablo 1. HPLC analizinde kullanilan mobil fazlarin sicaklikla degisim programi................... 10

Tablo 2. Hurma, Erkence ve Gemlik zeytinlerinin iki hasat yilinda ve 6rnekleme surecinde

(o] o [UT ] =15 o 4 F= TN T Lo 1153 1= o PSSP 19
Tablo 3. Hurma, Erkence ve Gemlik zeytinlerinin pH verileri icin ANOVA tablosu................ 21
Tablo 4. Hurma, Erkence ve Gemlik zeytinlerinin a,, verileri igin ANOVA tablosu................. 21

Tablo 5. Hurma, Erkence ve Gemlik zeytinlerinin iki hasat yilinin sekiz haftalik érnekleme
surecinde seker profilleri (MG/KG)......coooo oo 23
Tablo 6. Hurma, Erkence ve Gemlik zeytinlerinin iki hasat yilinin sekiz haftalik 6érnekleme
surecinde organik asit profilleri (Mgr/Kg) .....oooeeeee e 29
Tablo 7. Hurma, Erkence ve Gemlik zeytinlerinin 2011/12 hasat yilinin sekiz haftalik
ornekleme surecinde toplam fenol igerigi (mg/100 g) ve fenol profilleri (mg/kg) .................... 33
Tablo 8. Hurma, Erkence ve Gemlik zeytinlerinin 2012/13 hasat yilinin sekiz haftalik
ornekleme surecinde toplam fenol igerigi (mg/100 g) ve fenol profilleri (mg/kg) .................... 34

Tablo 9. Hurma, Erkence ve Gemlik zeytinlerinin toplam fenol igerigi verileri icin ANOVA

Tablo 10. Hurma, Erkence ve Gemlik zeytinlerinin iki hasat yilinin sekiz haftalik érnekleme
SUreCiNde Yag ICEIKIETI ... .. e e et e e 41
Tablo 11. Hurma, Erkence ve Gemlik zeytinlerinin 2011/12 hasat yilinin sekiz haftalik
ornekleme surecinde yag asidi profilleri (%) .......cooveeeeeeieeeeeeee 43

Tablo 12. Hurma, Erkence ve Gemlik zeytinlerinin 2011/12 hasat yilinin sekiz haftalik

ornekleme surecinde yag asidi profilleri (%0) ......cvvveriiieiii e 44
Tablo 13. Hurma zeytinin mikrobiyolojik analiz (log CFU/g) sonuglart *.............ccooeeeeeeeeen. 56
Tablo 14. Erkence zeytinin mikrobiyolojik analiz (log CFU/g) sonuglar™ ..............ccooeeeee. 57
Tablo 15. Gemlik zeytinin mikrobiyolojik analiz (log CFU/gQ) sonuglar™ ............cccccceeeennenee. 58

Tablo 16. Hurma-Erkence zeytin bahgesinin hava o6rneklerinin mikrobiyolojik analiz (log
CFU/M®) SONUGIAIT ...ttt e ettt se et ee e e eeeansneaeneeaesneanensenneas 59
Tablo 17. Gemlik zeytin bahgesinin hava érneklerinin mikrobiyolojik analiz (log CFU/m®)

S0 18 [ = T 59
Tablo 18. Erkence zeytin yapraklarinin mikrobiyolojik analiz (log CFU/g)sonuglari*............. 60
Tablo 19. Gemlik zeytin yapraklarinin mikrobiyolojik analiz (log CFU/g) sonuglari*.............. 61

Tablo 20. 2011 ve 2012 hasat yillarina ait olgunlasma surecinde Hurma ve Gemlik zeytinleri,
yapraklari ve bahgelerindeki hava kaynakli bakteri izolat sayilari ................ccooooee. 63
Tablo 21. 2011-2012 hasat yillarinda olgunlagsma slirecinde Hurma ve Erkence zeytinleri,
yapraklari ve bahgelerindeki hava kaynakh bakteri izolatlarinin biyokimyasal ve molekiler

(2= 01T 0] E=Ta = T=To ] o T8 o7 =1 o [PPSR 64



Tablo 22. 2011 ve 2012 hasat yillarina ait olgunlasma sulrecinde 6rnekleme analiz zamanina

bagl olarak Hurma ve Gemlik zeytinleri, yapraklari ve bahgelerindeki hava kaynakli kif izolat

L= 1721 = 1o 70
Tablo 23. Molekiler tekniklerle tanimlanan 2011 ve 2012 hasat yillarinda olgunlasma
periyodu suresince Hurma zeytininden izole edilen fungal cins ve tlrler...............ccccccvvnnen. 75
Tablo 24. Phoma tirlerinin tanimlanmasinda kullanilan primerler............cc..ooooviiiennnen. 80

Tablo 25. Hurma zeytinden Phoma tirlerine spesifik ITS ve ACT genlerinin kullaniimasi
suretiyle metot 1’e gore gerceklestirilen tanimlama sonuglari............ccccccceeeei i, 82
Tablo 26. Hurma zeytinden Phoma tlrlerine spesifik ITS ve ACT genlerinin kullaniimasi
suretiyle metot 2'ye gore gergeklestirilen tanimlama sonuglari .............ccooooeeiiiii . 83
Tablo 27. 2011 ve 2012 hasat yillarina ait olgunlasma slrecinde érnekleme analiz zamanina
bagl olarak Hurma ve Gemlik zeytinleri, yapraklari ve bahgelerindeki hava kaynakl maya
40 ] F= 1A =T= 1Y | = o RPN 84
Tablo 28. 2011 yih Erkence ve Gemlik zeytinlerinden, zeytin yapraklarindan ve zeytin
bahcelerinin hava o6rneklerinden maya izolatlarinin kdlturel, APl ve molekuler yontemlerle
tanimlama sonuglarinin Karsiastirmas! .........oooovii i 88
Tablo 29. 2012 yihi Erkence ve Gemlik zeytinlerinden, zeytin yapraklarindan ve zeytin
bahgelerinin hava 6rneklerinden maya izolatlarinin kaltarel, APl ve molekuler yontemlerle

tanimlama sonuglarinin Karsilastirmasi .........ovveoiiiii i 92



SEKILLER

Sekil 1. Zeytin 6rnekleme lokasyonlari (www.karayollari-haritasi.com)...............ccceeeeeeeeeenn. 7
Sekil 2. Hurma, Erkence ve Gemlik zeytinlerinin iki hasat yilinda ve 6rnekleme surecinde pH
Lo 1= T o 1Y o =T o PSP 20
Sekil 3. Hurma, Erkence ve Gemlik zeytinlerinin iki hasat yilinda ve 6érnekleme surecinde a,,
Lo 1= T o 1Y o =T o PSP 20
Sekil 4. Hurma, Erkence ve Gemlik zeytinlerinin iki hasat yilinin sekiz haftalik 6rnekleme
surecinde toplam seker MIKLArIari......... oo 24
Sekil 5. Erkence, Hurma ve Gemlik zeytinlerinin 2011/12 hasat yilinin 8 haftalik 6érnekleme

surecine ait seker profil verileri ile olusturulan PCA modelinin a) skor ve b) yukleme grafikleri

Sekil 6. Erkence, Hurma ve Gemlik zeytinlerinin 2011/12 hasat yilinin 8 haftalik 6érnekleme
surecine ait seker profil verileri ile olusturulan PCA modelinin skor grafigi....................oooo.. 26
Sekil 7. Erkence, Hurma ve Gemlik zeytinlerinin iki hasat yilinin 8 haftalik 6rnekleme

surecine ait seker profil verileri ile olusturulan PCA modelinin a) skor ve b) yukleme grafikleri

Sekil 8. Hurma, Erkence ve Gemlik zeytinlerinin iki hasat yilinin sekiz haftalik érnekleme
surecinde toplam seker MIKtarlari ..o 28
Sekil 9. Erkence, Hurma ve Gemlik zeytinlerinin 2011/12 hasat yilinin 8 haftalik érnekleme
surecine ait organik asit profil verileri ile olusturulan PCA modelinin skor grafigi .................. 30
Sekil 10. Erkence, Hurma ve Gemlik zeytinlerinin 2012/13 hasat yilinin 8 haftalik 6rnekleme
surecine ait organik asit profil verileri ile olusturulan PCA modelinin skor grafigi .................. 30
Sekil 11. Erkence, Hurma ve Gemlik zeytinlerinin iki hasat yilinin 8 haftalik érnekleme
surecine ait organik asit profil verileri ile olusturulan PCA modelinin a) skor ve b) yukleme
OFATTKIETT . 31
Sekil 12. Erkence, Hurma ve Gemlik zeytinlerinin iki hasat yilinin 8 haftalik érnekleme

surecine ait fenol profil verileri ile olugturulan PCA modelinin a) skor ve b) yukleme grafikleri

Sekil 13. Erkence, Hurma ve Gemlik zeytinlerinin 2011/12 hasat yilinin 8 haftalik érnekleme

surecine ait fenol profil verileri ile olugturulan PCA modelinin a) skor ve b) yukleme grafikleri

Sekil 14. Erkence, Hurma ve Gemlik zeytinlerinin 2012/13 hasat yilinin 8 haftalik érnekleme

surecine ait fenol profil verileri ile olugturulan PCA modelinin a) skor ve b) yukleme grafikleri

............................................................................................................................................. 39
Sekil 15. Hurma, Erkence ve Gemlik zeytinlerinin iki hasat yilinda sekiz haftalik érnekleme
surecinde a) oleik asit/linoleik asit ve b) MUFA/PUFA orantilart ............cccocciiiiiniiiiiiiiinnnen. 45

vi



Sekil 16. Bitkilerde yag asidi sentezi ve desaturase enziminin sentezdeki fonksiyonu
(WWWW.SCIENIMECT.COM) ... 46
Sekil 17. Erkence, Hurma ve Gemlik zeytinlerinin iki hasat yilinin 8 haftalik érnekleme
surecine ait yag asidi profil verileri ile olusturulan PCA modelinin a) skor ve b) yukleme
OEATIKIETT .. 47
Sekil 18. Erkence, Hurma ve Gemlik zeytinlerinin 2011/12 hasat yilinin 8 haftalik 6rnekleme

surecine ait fenol profil verileri ile olugturulan PCA modelinin a) skor ve b) yukleme grafikleri

Sekil 19. Erkence, Hurma ve Gemlik zeytinlerinin 2012/13 hasat yilinin 8 haftalik 6rnekleme

surecine ait fenol profil verileri ile olusturulan PCA modelinin a) skor ve b) ytkleme grafikleri

Sekil 20. Erkence, Hurma ve Gemlik zeytinlerinin iki hasat yilinin 8 haftalik érnekleme
siirecine ait a) seker + organik asit (3 asal bilesen, R? = 0,64, b) seker+ yag asidi (4 asal
bilesen, R? = 0,61) ve c) seker + organik asit + yad asidi + fenol + toplam fenol verileri (3 asal
bilesen, R? = 0,41) ile olusturulan PCA modellerinin skor grafikleri............c..ccooeeeeeeeeevenn... 52
Sekil 21. 2011-2012 hasat yillarinda olgunlasma strecinde Hurma zeytinlerinin toplam canli
SAYINAriNdaki AeGISIM ......coo e 54
Sekil 22. 2011-2012 hasat yillarinda olgunlasma surecinde Hurma zeytinlerinin maya ve kuf
sayllarindaki degisim (PDA besiyerinden elde edilen sayim sonuglari kullanimistir)............. 54
Sekil 23. 2011-2012 hasat yillarinda olgunlasma surecinde Hurma zeytinlerinin
Enterobacteriaceae sayilarindaki deGiSim ..............uuuuiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiii 55
Sekil 24. Hurma zeytin yapraginin SEM gortntlsU ........cooeeeeeieeiieeieeee e, 65
Sekil 25. Bakteri izolatlarinin PCR drlnlerinin agaroz jel elektroforez goéruntusu. Lane 1,
molecular size marker 100 bp DNA ladder (Fermentas); lane 1, Bacilllus simplex.; lane 2,
Bacillus simplex; lane 4, Klebsiella oxytoca; lane 5, Pantoea agglomerans ; lane 6, Klebsiella
oxytoca,; lane 9, Micrococcus luteus; lane 10, Bacillus sp.; lane 12, Acinetobacter sp., lane
13, Bacillus licheniformis; lane 17, Arthrobacter sp. lane 21, Arthrobacter sp.; lane 22,
Pantoea sp.; lane 23, Streptomyces sp.; lane 24, Bacillus sp.; lane 26, Pseudomonas sp. .67
Sekil 26. Hurma zeytin (A) ve Erkence zeytin (B) érneklerinden izole edilen bakterilerin % 2
(A) ve % 5 (B) farklilik gosteren 16S r DNA gen sekanslarina gore birbirleri arasindaki iligkiyi
gosteren filogenetik (neighbor-joining) @dach ............ooiiiiiiiiiiiiii e 68
Sekil 27. Kuf izolatlarinin besiyerlerinde 3 nokta ekim koloni Ust ve alt ylizey géruntuleri ....71
Sekil 28. Kuf izolatlarinin mikroskobik (hicre) morfolojik 6zelliklerinin  sirasiyla

stereomikroskopta ve i1sik mikroskobunda inceleme sonuglari.............cccccooiiiiiiiiiiiiin e 74

Vii



Sekil 29. Farkh primerlerler (ITS, 18S, 26S) kullanildiginda lIzolatlardan elde edilen PCR
drtnlerinin agaroz jel elektroforez goérintileri. Y, yaprak érnegi (direkt 6rnek), H, Hurma
zeytin (direkt érnek), 56, maya izolati, 54: maya izolati, 9b: maya izolati............................ 74
Sekil 30. Kif izolatlarinin PCR Urdnlerinin agaroz jel elektroforez gorintist. Lane 1 (Z1-
SDA-2) Aspergillus sydowii; lane 2 (Z1-OA-10) Penicillium paxilli; lane 3 (2H3-PDA-30) Not
identified; lane 4 (5H2-PDA-12) Aspergillus fumigatus; lane 5 (6H-PDA-37) Uncultured
Alternaria clone; lane 6 (6H-PDA-2) Fusarium fujikuroi; lane 7 (6H1-CZA-4) Fusarium sp.;
lane 8 (6H-PDA-43) Aspergillus oryzae; lane 9 (6H-PDA-41) Penicillium sp.; lane 10 (7H-OA-
71) Penicilium glabrum; lane 11 (8H-PDA-7) Penicilium sp.; lane 12 (8H-SDA-12)
Paecilomyces variotii; lane 13 (2.5H-SDA-13) Penicillium glabrum; lane 14 (2.5H-SDA-4) Not
identified; lane 15 (2.5H-SDA-6) Not identified; lane 16 (2.7H-PDA-84) Not identified; lane 17
(8H-CZA-5) Aspergillus japonicus; lane 18 (8H-CZA-13) Aspergillus ochraceus; lane 19
(2.3H-PDA-19) Aspergillus oryzae; lane 20 (H1-PCA-2) Aspergillus sydowii; lane 21 (4H-OA-
6) Penicillium funiculosum; lane 22 (8H2-PDA-24) Penicillium expansum; lane 23 (8H2-OA-
21) Aspergillus fumigatus; lane 24 (H1-OA-4) Diplodia pinea; lane 25 (H1-PDA-7) Penicillium
sp.; lane 26 (2.5H1-SDA-16) Penicillium glabrum; lane 27 (H1S2) Aspergillus terreus; lane
28 (8H5-SDA-11) Aspergillus fumigatus; lane 29 (H1-S2) Aspergillus terreus; lane 30 (Z1-
OA-1) Penicillium sp.; lane 31 (H1-OA-5) Magnaporthe grisea isolate; lane 32 (H1-PCA-5)
Not identified; lane 33 (H1-PDA-4) Penicillium sp.; lane 34 (2.1A-PDA-7) Aspergillus terreus;
lane 35 (3A-PDA-4C) Aspergillus fumigatus; lane 36 (3A-PDA-1) Penicillium sp.; lane 37 (4A-
PDA-7) Aspergillus ustus; lane 38 (4H3-PDA-31) Not identified; lane 39 (4H-PDA-1)
Alternaria tenuissima; lane 40 (4A-PDA-11) Emericella sp.; lane 41 (4A-PDA-6) Not
identified; lane 42 (4H3-SB-35) PeniCillilum SpP. ..........uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieiieeieeeeeeeeneeeees 76
Sekil 31. Tanimlamada kullanilan besiyerlerinde 3 nokta ekim yapilmis kiflerin koloni Ust ve
At GOTUNUMIETT . 78
Sekil 32. Lane 1-16 ITS/VG9 Lane 17-32 ACTIN primerleri kullaniimigtir. Kodlar: 1 H1, 2 H2,
3 H3, 4 H4, 5 H5, 6 H6, 7 H7, 8 H8, 9 2H1, 10 2H2, 11 2H3, 12 2H4, 13 2H5, 14 2H6, 15
2H7, 16 2H8, 17 H1, 18 H2, 19 H3, 20 H4, 21 H5, 22 H6, 23 H7, 24 H8, 25 2H1, 26 2H2, 27
2H3, 28 2H4, 29 2H5, 30 2H6, 31 2H7, 32 2H8. Lane 1 (2H1) Botrysphaeria dothidea; lane 2
(2H2) No identification; lane 3 (2H6) Hypoxylon vinosopulvinatum; lane 4 (2H7) Penicillium
chrysogenum; lane 5 (2H8) Colletotrichum gloeosporioides; lane 6 (H1) Emericella
gingixianii; lane 7 (H2) Emericella variecolor; lane 8 (H6) Hypoxylon erythrostroma; lane 9
(2H1) Penicillium sp.; lane 10 (2H2) Aspergillus japonicus; lane 11 (2H6) Penicillium sp.; lane
12 (2H7) Penicillium chrysogenum; lane 13 (2H8) Aspergillus variecolor; Emericella nidulans;
lane 14 (H1) Aerobasidium proteae; Kabatiella microsticta; lane 15 (H2) Fusarium fujikuroi;

Gibberella moniliformis; lane 16 (H6) Kabatiella microsticta; Aerobasidium proteae............. 81

viii



Sekil 33 a ve b. 2011 yili zeytin maya izolatlarinin PCR UrUnlerinin agaroz jel elektroforez
goruntusu. Lane 4-5: Candida diddensiae; Lane 6-7, 9, 9b2, 10, 21: Debaryomyces hansenii;
Lane 11, 18, 22-30; 34-35, 36k, 37-39: Metschnikowia viticola; Lane 20: Candida
zeylanoides; Lane 31-32, 40, 42, 49: Aureobasidium pullulans; Lane 33: Metschnikowia
pulcherrima; Lane 41, 43a, 43k, 50, 53-56: Rhodotorula mucilaginosa; Lane 9b1, 19, 44-46,
48, 51-52: unidentified; GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder. N: negatif kontrol .................. 86
Sekil 34 a ve 1b. 2012 yili zeytin maya izolatlarinin PCR UrUnlerinin agaroz jel elektroforez
goruntusu. Lane 1-4, 6-11, 14-19, 22-25, 27-29, 31, 35-37, 39-40, 44-47, 50-55, 57-58, 60-
61, 64-74, 77, 79-82; 84-85, 87, 91, 93, 95-99, 101-105, 108, 110-111, 114, 118, 121-124,
127, 130, 134, 138, 140, 143, 145-146: Aureobasidium pullulans; Lane 5, 12-13, 20-21, 26,
32, 56: Fungal sp.; Lane 30, 34, 38, 78: Cryptococcus albidus; Lane 42-43, 63: Rhodotorula
mucilaginosa; Lane 48, 59: Cryptococcus aerius; Lane 62: Sporidiobolus pararoseus; Lane
75, 128, 144: Candida pimensis; Lane 76: Mortierella indohii; Lane 83, 112: Sporidiobolus
salmonicolor; Lane 88: Cryptococcus magnus; Lane 89, 100: Metschnikowia sp.; Lane 90,
139: Pseudozyma hubeiensis; Lane 92: Metschnikowia pulcherrima; Lane 33, 41, 49, 86, 94,
106-107, 109, 113, 115-117, 119-120, 125-126, 129, 131-133, 135-137, 141-142:
unidentified; GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder. (a) Lane 1-76. (b) Lane 77-146. N: Negatif
50 ) 11 o T 87
Sekil 35. 2011/12 toplam fenol miktari verilerine karsi a) toplam aerobik mezofilik
mikroorganizma sayisi b) toplam maya ve kuf sayisi; 2012/13 toplam fenol miktar verilerine
karsi c) toplam aerobik mezofilik mikroorganizma sayisi d) toplam maya ve kuf sayisi ........ 96
Sekil 36. ki hasat yili oleuropein miktari verilerine karsi toplam aerobik mezofilik
mikroorganizma sayisi (a ve c) ile toplam maya ve kuf sayisi (b ve d) ve iki hasat yili
hidroksityrosol miktari verilerine karsi toplam aerobik mezofilik mikroorganizma sayisi (e ve
g) ile toplam maya ve KUf sayist (F Ve N) ..o, 97
Sekil 37. Iki hasat yili apigenin miktari verilerine karsi toplam aerobik mezofilik
mikroorganizma sayisi (a ve c) ile toplam maya ve kif sayisi (b ve d) ve iki hasat yih
verbaskozit miktar verilerine karsi toplam aerobik mezofilik mikroorganizma sayisi (e ve g)
ile toplam maya ve KUf sayIS1 (f Ve D)oo 98
Sekil 38. 2011/12 toplam seker miktari verilerine kargi a) toplam aerobik mezofilik
mikroorganizma sayisi, b) toplam maya ve kuf sayisi; 2012/13 toplam seker miktari verilerine
kargi c) toplam aerobik mezofilik mikroorganizma sayisi, d) toplam maya ve kif sayisi .....100
Sekil 39. 2011/12 toplam organik asit miktari verilerine karsi a) toplam aerobik mezofilik
mikroorganizma sayisli, b) toplam maya ve kuf sayisi; 2012/13 toplam organik asit miktari
verilerine karsi c) toplam aerobik mezofilik mikroorganizma sayisi, d) toplam maya ve kuf

ST )Y/ USSP 101



OZET

Ozellikle Karaburun yarimadasinda yetistirilen Hurma zeytininin diger zeytinlerden
farkhihgr olgunlasma sirasinda aciligini dalinda kaybetmesi ve toplandiktan sonra herhangi
bir isleme tabi tutulmadan saklanabilmesidir. Bu c¢alisma ile Karaburun’da yetisen Hurma
zeytininin hurmalagsma slrecinde kimyasal karakterizasyonunun yapilmasi ve mikrobiyal
florasindaki degisimin Gemlik ve hurmalasmamis Erkence zeytinleri ile kargilastirmali olarak
incelenmesi amaglanmistir. Bu amagla dlgilen kimyasal parametreler, pH, su aktivitesi, yag
miktari, yag asitleri profili, seker ve organik asit miktarlari, toplam fenol icerigi ile fenol
profilidir. Mikrobiyolojik olarak ise Hurma zeytin olusumunda sdzu edilen fungal (Phoma spp.)
gelisim saptanmis ve olgunlagsma surecinde mikrobiyal degisim ve gesitlilik belirlenmistir.

Hurma zeytinin diger incelenen zeytinlere nazaran fenol igerigi daha dusuktur ve fenol
profili zeytinler arasinda istatistiksel olarak bir ayrismaya neden olmustur. Ancak zeytinlerin
seker ve organik asit bilesenleri zeytinler arasinda bir farklilagsma saglamamistir. Yag asitleri
agisindan en dnemli farkhlik Hurma’'nin yiksek oranlarda linoleik asit icermesidir; bu durum
desaturase enzim aktivitesinin artigi ile iligkilendiriimistir. Yag asidi profili de zeytinler
arasinda farklilasmaya neden olan parametrelerden biridir. Bu sonuglar 1siginda, fenollerin
donusmesine neden olan B-glukosidaz ve esteraz enzimleri ile yad asidi sentezinde rol alan
desaturase enziminin, Hurma zeytininin agacta tatlilasmasini etkileyen faktorler olabilecegi
dusunutlmektedir.

Hurma zeytinin mikrobiyal florasi, Erkence ve Gemlik zeytin gesitlerine gore oldukga
farklilik ve cesitlilik gosterir ve bu floradan potansiyel bitki patojenlerini, firsatgli insan
patojenlerini ve mikotoksin Uretebilme potansiyeli olan kif tlrlerini igeren mikroorganizmalar
izole edilmistir. Ayrica Hurma zeytinin izlenen olgunlagsma sirecinde Phoma turleri

tanimlanmistir.

Anahtar sozciikler: zeytin, Hurma zeytin, kimyasal karakterizasyon, mikrobiyolojik

karakterizasyon



ABSTRACT

The difference of Hurma olive, especially grown in Karaburun Peninsula, from other
regular olive types is the loss of its bitterness throughout its maturation period; therefore, no
requirement for further processing steps for storage. This project aims at performing the
chemical characterization and investigating the changes in the microbial flora of Hurma olive
during its debittering phase in comparison to Gemlik and non-debittered Erkence olive types.
For this purpose, measured chemical parameters are pH, water activity, oil content, fatty acid
profile, sugar and organic acid amounts, total phenol content and phenolic profile. As for
microbiologically, fungal growth (Phoma spp.) that was previously mentioned for Hurma olive
development was determined and microbial change and diversity were identified.

Phenol content of Hurma olive is lower compared to other investigated olives and
phenolic profile caused a statistical separation between olive types. However, sugar and
organic acid compounds of olives did not provide a differentiation with regard to olive type.
The most significant difference in terms of fatty acids is the high content of linoleic acid of
Hurma and this is associated with increased desaturase enzyme activity. Fatty acid profile is
also one of the parameters that caused differentiation of olive types. Under the light of these
findings, B-glucosidase and esterase enzymes which cause transformation of phenols and
desaturase enzyme which plays a role in fatty acid synthesis could be thought as the factors
affecting the sweeting of Hurma olive on the tree.

Microbial flora of Hurma olive have significant differences and diversity compared to
Erkence and Gemlik olive types and microorganisms including potential plant pathogens,
opportunistic human pathogens and fungus which have the ability to produce mycotoxins
were isolated from this flora. In addition, Phoma species were identified during observed

maturation period of Hurma olive.

Keywords: olive, Hurma olive, chemical characterization, microbiological characterization
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1. GIRIS

Turkiye, sofralik zeytin Uretiminde yillara goére degismekle birlikte Dinya’da ispanya
ve Misir ile birlikte ilk G¢ sirada yer alan bir Glkedir. Son 5 yilin ortalama sofralik zeytin Uretimi
366 bin ton olmustur (I0OC, 2013). Sofralik zeytinin yaklagik %70’i Ulkemizde tiketilmekte geri
kalan kismi ise ihrag edilmektedir. 2007 yili verilerine gore Ege bolgesi, ulkemizin yillik
sofralik zeytin Uretiminin %62,8'ini saglamaktadir. il bazinda bakilacak olursa, izmir ise
Aydin’dan sonra en ¢ok zeytin agacina ve zeytin Uretimine sahip olan ilimizdir ve Turkiye
zeytin Gretiminin %13,6’s1 izmirde gergeklesmektedir (Oztiirk vd., 2009). Dolayisiyla zeytin,
Ege bdlgesi Ureticilerinin gelir sagladigi énemli bir Grindir. Ege bdlgesinde Ayvalik,
Memecik, Domat, Erkence, Uslu, Cakir ve Cilli tlrleri yaygin olarak yetismektedir. Ayrica son
yillarda Gemlik cesidi de yayllmaktadir. Daha ziyade izmirin Karaburun, Cesme ve Urla
ilcelerine 6zgu bir gesit olan Erkence zeytininin bir kismi adag Uzerinde aciliini kaybederek
hurmalasir ve dalinda dogal olarak aciligini kaybeden bu zeytin Hurma olarak adlandirilir.
Hurma zeytinin aciigini kaybetmesi icin salamura islemine ihtiyag duyulmaz. Benzer bir
zeytin cesidi Yunanistan'da da mevcuttur ve ‘thrubolea’ veya ‘Throuba Thassos zeytini’
olarak bilinmektedir. Tunus’ta yetisen Dhokar zeytini de yine benzer 6zelliklere sahiptir. Bu
tir zeytin daha dalindayken aciigin kaybolmasinin nedeni olarak zeytin etinde gelisen ve
aciliga neden olan bir fenol olan oleuropeini hidrolize eden Phoma oleae adli mantar
gOsterilmistir (Buzcu, 1969). Hurma zeytini, duyusal 6zelliklerinden dolayi bélgede oldukc¢a
ragbet gérmektedir ve Karaburun yarimadasi zeytin yetistiricileri icin ekonomik olarak énemli
bir Griindur. Bu zeytinin kimyasal ve mikrobiyolojik ézellikleri hakkinda literatirdeki ¢calismalar
oldukc¢a sinirhdir.

Literatirde zeytinin karakterizasyonu Uzerine vyapilan c¢aligmalarin zeytinyagi
arastirmalarina gore daha az oldugu gorulmektedir. Zeytinyaginin saglik tzerindeki olumlu
etkileri 6zellikle son yillarda yapilan ¢alismalarda daha da 6n plana ¢ikmistir. Bu etkiler
zeytinyaginin tekli doymamis yag asidi kompozisyonu zenginliginin yani sira fenoller gibi
mindr bilesiklerine baglanmaktadir. Zeytinyadinin kaynagi olarak zeytinin de ayni olumlu
saglik etkilerine sahip olacagi agikardir. Ulkemizdeki tiiketim durumu verilerine gére kisi basi
zeytinyad! tuketimi yilhk yaklasik 1 L ile sinirli iken zeytin tuketimi ortalama 3 kg civarindadir
(IOC, 2013). Genel olarak tam tersi bir durum, 6nemli zeytin uUreticisi ulkeler igin gegerlidir.
Dolayisi ile zeytinyadi arastirmalarinin paralelinde zeytin ile ilgili arastirmalara da ozellikle
gerek vardir. Ozellikle ‘Hurma’ zeytini gibi 6zel bir gesidin 6zelliklerinin ortaya gikariimasi bu
urine katma deger kazandirabilecegi gibi bu zeytinin dalinda tathlasmasi ile ilgili daha fazla

bilgiye sahip olmamiza da yardimci olacaktir.



Bu proje ile Karaburun bolgesinde yetisen Hurma zeytininin hurmalasma surecinde
kimyasal ve mikrobiyolojik bazi 06zelliklerinin belirlenmesi amaglanmistir. Kimyasal
parametreler olarak; yad miktari, seker ve organik asit miktarlari, yag asidi profili, toplam
fenol icerigi ve fenolik bilesen profilleri belirlenmistir. Mikrobiyolojik karakterizasyonun
amaclardan biri ise Hurma zeytin olusumunda s6zu edilen olasi fungal (Phoma spp.)
gelisimi/kolonizasyonu farkli besiyerlerinde geleneksel kulturel yontemle ekim yaparak ve
Hurma zeytinden dogrudan 6rnek alarak molekiler teknik kullanmak suretiyle saptamaktir.
Diger bir hedef ise zeytinin dalinda olgunlasmasi ve Hurma zeytin olarak yenilebilir hale
gelmesi surecindeki mikrobiyal degisimin zeytinin yetistirildigi alanda daha 6nce belirlenen
surelerde ve belirli noktalardan, belirli bir plana gére 6rnekleme (hava, zeytin agaci yapraklari
ve zeytinden Ornek alinmasi suretiyle) yapilarak pH ve organik asit profili gibi bazi
fizikokimyasal 6zelliklerdeki degisimlerle birlikte belirlenmesidir. Ayrica karsilastirmak amaci
ile Ulkemiz igcin 6nemli bir sofralik zeytin tiri olan Gemlik zeytini icin de tim kimyasal
parametreler belirlenmis ve mikrobiyal karakterizasyon yapilmistir. Zeytin de periyodisite

onemli bir faktér oldugundan bu ¢alismalar iki hasat yili boyunca yuarttilmastir.

2. LITERATUR OZETI

2.1. Hurma Zeytini

Hurma zeytini sofralik olarak tiiketilen ve izmirin daha g¢ok Karaburun yarimadasina
O6zgu bir zeytin turdddr. En buyuk ozelligi olgunlasma sirasinda acihgini kaybetmesidir.
Boylece acilasmayi giderici islemlere tabi tutulmadan tuketilebilir. Benzer cesgitlerin
Yunanistan ve Tunus’ta da yetistigi belirtiimistir. ‘Dhokar’ adi verilen zeytin, Tunus’un guiney
boélgelerinde diger gesitler kadar baskin olmasa da yetismektedir (Jemai vd., 2009). ‘Throuba
Thassos’ zeytini ise ‘Hurma’ ile benzer O&zelliklere sahip bir zeytin olup daha ¢ok
Yunanistan’in kuzeyinde yer alan Tasoz (Thassos) adasinda yetismektedir (Panagou, 2006).
Tasoz'da yetisen bu zeytinin Giritdeki Throubaolea cinsinin bir klonu oldugu bildirilmistir.
Yunanistan’da bu tir zeytinlerle yapilan arastirmalar sonucu zeytinin aciliginin
kaybolmasina, oleuropein’i hidrolize eden Phoma oleae isimli bir fungusun neden oldugu
belirlenmistir (Kalogereas, 1932). Ulkemizde ise Zeytincilik Arastirma Enstitisi tarafindan
1969 yilinda yapilan bir galismada Hurma zeytininin olusumunda Phoma oleae adi verilen
mantarin, ¢esidin ve iklimin etkisi oldugu, topragin etkisinin olmadigi bildiriimistir (Buzcu,
1969).



2.2. Zeytininin Kimyasal Karakterizasyonu

Tlrkiye’de zeytin meyvesinin kimyasal karakterizasyonu ile ilgili ¢alismalar kisith
olmakla beraber son yillarda artis gostermistir. Bes zeytin c¢esidi (Gemlik, Kilis, Uslu, Tirilye
ve Ayvalik) ile yapilan bir calismada bu zeytinlerin nem, ham yag, ham protein, ham lif ve
mineral icerikleri gibi parametrelerin yani sira yagd asidi profili ve toplam fenol icerigi de
belirlenmistir (Tanilgan vd., 2007). Bursa’'nin (g ilgesinden toplanan Gemlik zeytinleri ile
yapilan bir gcalismada ise bu zeytinin pH, toplam asitlik, yag miktari, yag kompozisyonu gibi
kalite parametrelerinin belirlenmesi hedeflenmistir (Uylaser vd., 2008). Baska bir ¢calismada
ise Eylil'den Subat'a uzanan olgunlasma slresince Memecik ve Domat zeytinlerinde
gerceklesen kimyasal degisiklikler, nem ve yag miktari, yag kompozisyonu, glukoz ve sukroz
ve toplam seker miktari ve mineral miktarlari dlgulerek belirlenmigtir (Nergiz ve Engez, 2000).
Yine dider bir calismada Akdeniz bolgesinde yetigsen zeytin turlerinin organik asit icerikleri
olgunlagmaya bagli olarak belirlenmistir (Arslan ve Ozcan, 2012).

Zeytin iyi bir fenol kaynagidir ve fenolik maddeler, antimikrobiyal ve antioksidan etkiye
sahip olduklar gibi zeytinde Dacus olea istilasini 6nlemede ve zeytinin siyah renginin
olusmasina, esmerlesme reaksiyonu yolu ile katkida bulunmaktadirlar (Ryan ve Robards,
1998). Ayrica, fenolik bilesiklerin miktarlari zeytinin tekstlrel ve duyusal karakterlerini de
etkilemektedir (Bianco ve Ucella, 2000). Antioksidan 6zelliklerinden dolayi fenollerin insan
saghg: Uzerinde olumlu etkileri gesitli calismalarin konusu olmustur. Bu bilesikler 6zellikle
serbest radikal olusumundan kaynaklanan hastaliklarin engellenmesinde etkili gérinmektedir
(Saija ve Uccella, 2001). Ornegin saf oleuropeinin in vivo ¢aligmalarda toplam kolesterol ve
trigliserit seviyesini dusurdugu belirlenmistir (Andreadou vd., 2006). Zeytinin dnemli fenolik
bilesikleri fenolik asitler, fenolik alkoller, flavonoidler ve secoiridoidlerdir. Fenolik asitler,
kafeik asit, o- ve p- koumarik asit, vanilik asit, p-hidroksibenzoik asit, p-hidroksifenil asetik
asit ve ferulik asittir. Tyrosol ve hidroksityrosol, fenolik alkoller grubunda yer alir. Onemli
secoiridoidler ise oleuropein ve ligustrosidedir. Ayrica bu gruba demethyloleuropein ve
elenolik asit gibi oleuropein turevleri de dahildir. Apigenin ve kuersetin ise zeytinde tespit
edilen flavonoidlerdendir. Zeytinin olgunlagsmasi sirasinda fenollerde olan en buyik degisiklik
zeytine acilik veren oleuropeinin azalmasi ve tyrosol ve hidroksityrosol miktarlarinin
artmasidir (Ryan ve Robards, 1998).

Yunanistan’da dokuz ticari zeytin ¢esidi ile yapilan g¢alismada Throuba Thassos
zeytininin diger cesitlere gére daha yuksek miktarda oleuropein igerdigi tespit edilmistir. Diger
cesitlerde ise hidroksityrosol miktari Throuba zeytinine gére fazladir (Zoidou vd., 2010). Yine
dalinda aciligini yitiren Tunus’'un Dhokar zeytin ¢esidi ile yapilan bir calismada olgunlasma
suresince bu zeytinin ve Tunus’a 6zgl ve ¢ok yetistirilen Chemlali ¢esidinin fenol profilleri

izlenmistir (Jemai vd., 2009). Bu ¢alismada bu iki zeytin tirQ icin oleuropeinin, olgunlasmanin
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erken donemlerinde en dnemli fenolik madde oldugu belirtiimistir. Olgunlagma sirasinda iki
zeytinde de oleuropein miktari dismekte ve hidroksityrosol miktari artmaktadir. Ancak
Dhokar zeytininde oleuropein miktari hasattan 6nce c¢ok duslUk seviyelere inerken
Chemlali'de hala dlgllecek seviyede oleuropein oldugu belirlenmistir. Ayrica olgunlagsma
sirasinda toplam fenol degeri ile indirgen seker, glukoz ve manitol seviyelerinde de onemli
Olcide artis gbézlenmistir. Tark sofralik zeytinlerinin fenol profilleri hakkinda literatirde
bulunan cesitli galismalar zeytin tlriine ve olgunlagsma durumuna goére profillerin farkliliklar
gosterdigini isaret etmektedir (Dagdelen vd., 2012; Yorulmaz vd., 2012).

Seker ve organik asitler de zeytinin dnemli bilesenlerindendir. Sekerler metabolik
degisimler icin enerji saglamanin yanisira meyvenin teksturel 6zellikleriyle de ilgilidirler. Buna
ek olarak sekerler, yag asidi biosentezinde 6ncll olarak gérev yapmaktadir ve sofralik zeytin
islemesinde rol alan mikroorganizmalar igin karbon kaynagidirlar (Marsilio vd., 2001).
Zeytinde bulunan baslica sekerler glukoz, fruktoz, galaktoz ve manitol olarak belirlenmistir.
Manzanilla, Gordal, Hojiblanca ve Verdial ¢esitlerinde en c¢ok glukoz bulunmaktadir
(Fernandez-Bolanos vd., 1983). Thassos c¢esidinde ise glukoz ve manitol yakin
seviyelerdedir (Marsilio vd., 2001). Hurmaya benzer 6zellikleri olan Dhokar cesidinde ise
manitol, miktari fazla olan gsekerdir ve dalinda tathlasmayan Chemlali c¢esidi ile
karsilastirildiginda bu iki zeytinin seker konsantrasyon profillerinde énemli dlgide farklilik
oldugu tespit edilmistir (Jemai vd., 2009). Arastirmacilar bu farkliigi zeytinin cesidi ve
yetigtirildigi bolge ile iliskilendirmislerdir. Tlrk zeytinleri ile yapilan bir arastirmaya gore
suksinik, malik ve sitrik asitler baslica organik asitler olarak belirlenmiglerdir (Ergénal ve
Nergis, 2010). Organik asitler tamponlama kapasitelerinden dolay! zeytin iglemesinde
onemlidirler. Organik asitlerin zeytinlerin renk ve aromasini da etkiledigi de bilinmektedir
(Josyln, 1970).

2.3. Zeytinin Mikrobiyolojik Karakterizasyonu

Zeytinin dogal mikrobiyolojik florasi bakteri, maya ve kifler olmak Uzere ¢ok gesitli
mikroorganizmalardan olugmaktadir. Zeytinin yuzeyinde bulunan mikroorganizmalarin tipi ve
orani/karigimi, iklim kosullari, zeytinin gesidi ve zeytinin olgunluk asamasi ile ilgilidir.
Zeytinde dogal olarak bulunan mikroorganizmalar, fermentasyonu baglatir. Nychas vd.
(2002) mayalarin zeytinin yuzeyinde ve stomal acikliginda baskin oldugunu, bakterilerin ise
sub-stomal hucrelerin hlcrelerarasi bosluklarinda baskin oldugunu bildirmigtir. Taze
zeytinlerde dogal olarak bulunan laktik asit bakterilerinin belirlendigi bir calismada
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis, Lactobacillus mesenteroides, Lactobacillus
lactis spp. lactis ve Pseudomonas damnosus tlrine ait mikroorganizmalar saptanmistir

(Korukluoglu vd., 2002). Zeytin agacindan toplanan zeytin yapradi ve zeytin salamurasindan



izole edilen 193 laktik asit bakterisi Lactobacillus plantarum, Leuconostoc mesenteroides
subsp. mesenteroides, Leuconostoc spp., Enterococcus faecium ve Enterococcus spp.
olarak tanimlanmistir (Lavermicocca vd., 1998). Ayni calismada meyve ve salamura edilmis
zeytin arasinda populasyon farkhliklari bulunmustur. Arastirmacilar hemen hemen her
izolatin oleuropein glukozitini degrade ettigini ancak degradasyon hizinin farkli oldugunu
belirtmislerdir.

Asll olarak Yunanistan (Girit, Ege adalari ve Attica bdlgesi)’da yetisen Throuba tipi
(Thrubolea) zeytinin, bir fungal enzim tarafindan aciiginin giderildigi ve degisime ugradigi
dusunulmektedir. Zeytinler siyahtan bakir yesiline rengini degistirmekte ve daha sonra
guneste kurutularak tuzlanmaktadir. Ancak, bu zeytin tipinde aciligin giderilmesinde bir
fungusun roli oldugunu destekleyen ¢ok az bilgi mevcuttur (Kailis ve Harris, 2007). Hurma
zeytine benzer sekilde kuru tuzlama yapilan bir zeytin tipi olan “naturally black olives-thruba
style” asil olarak Giritde yerlesik olarak bulunmaktadir. Tamamen olgun oldugu zaman
zeytinin yluzeysel rengi kahverengi olmakta ve zeytin herhangi bir uygulama yapilmaksizin
dogrudan agacta aciligini kaybetmektedir. Daha 6nceki bir galismaya gore zeytindeki aciligin
zeytin etinde gelisen ve oleuropeini hidrolize eden Phoma oleae adli mantarin bulunmasina
dayandig! ifade edilmigtir (Kalogereas, 1932). Oleuropeinin enzimatik hidrolizinin 6zellikle
bakteriler ve funguslarin her ikisinin de Urettigi p-glukozidaz enzimi ile gercgeklestigi
literatlirde ¢ok acik bir sekilde ortaya koyulmustur (Copa-Patino vd., 1990; Know vd., 1992;
Ciafardini vd., 1994, Ciafardini ve Zullo, 2000).

Phoma spp. (Sphaeropsidales) ¢ok farklilasmis, biyolojik olarak ézellesmis bir fungus
grubunu olusturmaktadir (Marcinkowska, 1995). Bu grup farkli substratlarda gelisen, parazit
karakterindeki bitkilerin ikincil patojenlerinin ve yetistirilen bitkilerin 6zellikli patojenlerinin yer
aldig1 saprofit turleri igine almaktadir. Anamorphic Phoma cinsi 220’den fazla 6zellikli ve
intraspesifik taxa icermektedir (Boerema vd., 2004). Phoma cinsi icerisinde bilinen Phoma
turlerinin, in vitro olarak dogrulanmis ve literatirde tanimlanan binlerce turin sadece bir
kismi olan taxanin gercek sayisinin muhtemelen ¢ok daha fazla olabilecegi belirtiimistir
(Aveskamp vd., 2008). Phoma cinsine ait funguslarin izole edildigi bitki grubu otsu/yesil
yapraga benzer olarak adlandirilan bitkileri kapsamaktadir (Machowicz-Stefaniak vd., 2002;
Machowicz-Stefaniak vd., 2004). Ornek olarak; siradan kekigin yapraklari, saplari ve
koklerinden Phoma dictamnicola Boerema, de Gruyter et Noordel., P. glaucii Brun., P.
multirostrata var. microspora (Allescher) Boerema izole edilmis, diger bazi bitkilerden
(creemocarps) ise P. eupatorii Died izole edilebilmistir (Machowicz-Stefaniak ve Zimowska,
2000; Machowicz-Stefaniak vd., 2002). Kekik, melisa/ogulotu ve sari kantaron (St. John’s
wort) bitkilerinin kokleri, saplari ve yapraklarindan P. exigua var. exigua Desm. ve P.

glomerata (Corda) Wollenw. et Hochapf. izole edilmistir (Machowicz-Stefaniak vd., 2004).



Siyah kdk ¢uriimesinin (black rot) belirtisini gésteren P. strasseri Moesz.’nin izolatlari nane
sap/govdesinden ve rhizomundan elde edilmistir (Zimowska ve Machowicz-Stefaniak, 2005).
Phoma bagka bir calismada ise geng¢ zeytin agaclarindan izole edilmistir (Sanchez
Hernandez, 1995). Kiglk sporlara sahip bazi Alternaria tirlerinin normal kosullarda Urettigi
biyolojik olarak etkin toksik bir bilesik olan tenuazonic asiti Phoma sorghina’nin Urettigi
bildirilmistir (Shephard vd., 1991; Andersen vd., 2002). Brassica cinsine ait bitkilerde
“blackleg” hastaliginin etmeni, Phoma lingam (sexual stage Leptosphaeria maculans)’'in bazi
biyolojik olarak etkin bilesikleri Urettigi bildiriimistir (Pedras ve Chumala, 2005). Cok iyi
tanimlanmis Phoma suslari tarafindan metabolit Gretimi tzerine sinirli sayida rapor olmasina
karsilik Phoma tlrlerinin gidalarda ve yemlerde bulunmasi, biyolojik olarak etkin ikincil
metabolitlerin olasi Uretimi nedeniyle merak ve ilgi konusu olmaktadir.

Literatirde hurmalasmaya etken olan Phoma oleae isimli mantar hakkinda
taksonomik ve tarimsal alanlarda herhangi bir kayita rastlanmamistir. Phoma grubu
icerisinde 2 alt tir (Phoma fallens, Phoma insulana), zeytin bitkisi ve meyvesi Uzerinde
enfeksiyona neden olmaktadir. Phoma fallens, yapraklarda ve meyvede lekeler seklinde
semptomlar géstermektedir. Phoma insulana ise, Kuzey yarim kirede ve Giney Avrupa’'da
gorilen ve meyvelerde renk degisimi ve olgunlasmaya neden olan bir mantardir (Boerema
vd., 2004).

2.4. Mikroorganizmalarin Molekiiler Yontemlerle Tanimlanmasi

2.4.1. Laktik Asit Bakterileri ve Mayalarin Molekiiler Yontemle Tanimlanmasi

Son yillarda mayalarin tanimlanmasinda molekuler yontemler kullaniimaktadir. Maya
turlerinin tanimlanmasinda kullanilan en gegerli molekiler yontemler 5.8S, 18S ve 26S
ribozomal genlerin gesitliligine dayanmaktadir (Cai vd., 1996; James vd., 1996; Kurtzman,
1992). Daha onceki calismalarin sonuglari karmagik ITS bdlgelerinin (non-coding ve
degisken) ve 5.8S rRNA geni (coding and korunmus), 18S ve 26S rRNA genlerinden daha
fazla interspesifik farkhliklar géstermekten cok uzak oldugu igin, yakin fungal filogenetik
iliskileri 6lgmede faydali oldugunu gdstermistir (Cai vd., 1996; James vd., 1996; Kurtzman,
1992).

2.4.2. Phoma Susglarinin Molekiiler Yontemle Tanimlanmasi

Literatirde Hurma zeytin olusumuna neden olan mikroorganizmanin Phoma oleae
isimli bir mantar oldugu belirtimekle birlikte bu mikroorganizma ile ilgili taksonomik ve
tarimsal alanlarda herhangi bir kayita rastlanmamistir (Kalogereas, 1932; Buzcu, 1969;
Boerema vd., 2004). Ancak bu konuda daha énce yapilan ¢alismalarda kullanilan yéntemler

ve teknikler g6z o6nine alindiginda c¢ok sinirli, daha az hassas ve gulvenilir sonuclar



alinabilecegi aciktir. Zeytinden izole edilen mayalarin tanimlanmasinda molekuler

yontemlerin kullanildigi ¢ok az ¢alisma bulunmaktadir (Arroyo-Lopez vd., 2006).

3. GEREG VE YONTEM

3.1. Ornekleme

Ug tip zeytin incelenmistir: Erkence (E), Hurma (H, dogal yolla acihgini kaybeden
Erkence) ve Gemlik (G). Zeytin drnekleri 2011/2012 hasat yilinda 14.11.2011 ve 2.12.2011
tarihleri arasinda ve 2012/13 hasat yillinda ise 16.11.2012 ve 4.12.2012 araliginda 8 hafta
boyunca haftalik olarak, belirlenen adaglardan elle toplanmistir. Hurma ve Erkence 6rnekleri
Karaburun’a bagl Eglenhoca kdylnde (enlem: 38°54'07"N, boylam: 26°57'24"E) bir zeytin
bahgesinde belirlenen 3 adagtan agag¢ basina yaklasik 1 kg olmak Uzere el ile toplanmistir.
Gemlik drnekleri ise yukarida belirtilen bahgenin yaklasik 30 km giineyinde bulunan izmir
Yuksek Teknoloji Enstitisi’ne ait bahcgelerden (enlem: 38°19'30.84"N, boylam:
26°37'48.87"E) elde edilmigtir (Sekil 1). Mikrobiyolojik analizler i¢in zeytin ve yaprak ornekleri
steril bir gekilde kavanozlara alinmistir. Hava ornekleri de yine ayni bahcgelerden temin
edilmistir. Hurmalagsmanin baglama zamani zeytinin burugsmaya yiz tuttudu zaman olarak
belirlenmigstir. Ornekler bekletilmeden laboratuara getirilmis ve gerekli islemler yapilmistir.
Kimyasal analizler igin zeytin 6rneklerinin ¢ekirdekleri ¢ikariimig ve daha sonra ornekler
liyofilize edilerek (Labconco, ABD) -20°C’de saklanmistir. Bagka turlu belirtiimedigi takdirde
zeytinlerin kodlamasinda kullanilan harflerden (E, H ve G) sonra gelen ilk rakam hasatin

yapildigi haftayi (1-8) ve ikinci rakam da hasat yilini gésterir (1-2).

Sekil 1. Zeytin érnekleme lokasyonlari (www.karayollari-haritasi.com)



http://www.karayollari-haritasi.com/
http://www.google.com.tr/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&docid=x4aMfpp9_AAshM&tbnid=Uh4s1RDoq7fElM:&ved=0CAUQjRw&url=http://www.karayollari-haritasi.com/1945/karaburun/&ei=J2v7UZL3OMKlO5_VgWg&bvm=bv.50165853,d.ZWU&psig=AFQjCNFuNUNWtsR3taEh4plBbdN1DdFHwA&ust=1375517858011330

3.2. Kimyasal Analizler

3.2.1. Olgunlagma indisi
Orneklerin olgunlasma indisleri literatiirde belirtilen bir ydntemle belirlenmistir (Morello
vd., 2005). Bunun icin 100 adet zeytinin kabuk ve et rengine gére bir siniflandirma

yapiimaktadir.

3.2.2. Rutin Analizler
Zeytin homojenatlarinin pH 6&lgimi pHmetre (WTW 720 Series, Almanya) ile
yapilmistir. Zeytinlerin su aktiviteleri, su aktivitesi cihazi (Hygrolab-3, Rotronic Instruments,

isvigre) ile oda sicakliginda tespit edilmistir.

3.2.3. Seker Tayini

Zeytin orneklerinin seker miktarlari refraktif indeks detektériine bagh bir HPLC
(Agilent 1200, ABD) ile belirlenmistir. Ekstraksiyon ve analizin gerceklestirimesinde Lopez-
Lopez vd. (2007) tarafindan 6nerilen yontem kullaniimistir. Bunun icin 5 g liyofilize zeytine
internal standart olarak 5 mL %0,1 sorbitol eklenip érnek 60°C’de ultrasaf su ile 50 mL’ye
tamamlanip 30 dakika karistirilmistir. Daha sonra 9000 rpm’de 15 dakika santrifiijlenen
(Sigma-2-16KC santriflij, ingiltere) 6rnegin (st fazi 0,45 pm’lik filtrelerden viallere
stuzulmustar. Hazirlanan ekstraktdan 50 pL, HPLC’ye enjekte edilmistir. Seker analizi igin
HPLC kosullari agagidaki gibidir:
Mobil faz: 0.05 M H,SO,
Kolon: Biorad HPX-87C (300*7,8 mm ID)
Kolon Sicakligi: 65°C
Akis hizi: 0,7 mL/dk
Enjeksiyon hacmi: 50 pyL
Seker standardi olarak glukoz, fruktoz, laktoz, manoz, manitol ve sukroz kullaniimistir. Her
ornekten iki ekstraksiyon ve dlgim yapilmistir. Sonuglar mg/kg kuru madde cinsinden ifade

edilmistir.

3.2.4. Organik Asit Tayini

Zeytinlerin organik asit profili refraktif indeks detektérine sahip bir HPLC (Agilent
1200, ABD) ile belirlenmistir. Organik asit ekstraksiyonu ve HPLC analizi, Lopez-Lopez vd.’i
(2007) tarafindan kullanilan yonteme goére yapilmigtir. Organik asit analizi igcin HPLC kosullari
asagida listelenmistir:
Mobil faz: 0.05 M H,SO, ¢dzeltisi
Kolon: Biorad HPX-87H (300*7,8 mm ID)



Kolon Sicakligi: 65°C

Akis hizi: 0.7 mL/dk

Enjeksiyon hacmi: 50 pyL

Laktik, asetik, malik, sitrik ve suksinik asitler standart olarak kullaniimistir. Her érnekten iki

ekstraksiyon ve olcim yapilmistir. Sonuglar mg/kg kuru madde cinsinden ifade edilmigtir.

3.2.5. Toplam Fenol igerigi

Gallik asit cinsinden toplam fenol miktari Folin-Ciocalteau sollUsyonu ile
spektrofotometrik olarak belirlenmistir (Bouaziz vd., 2004). Toplam fenol analizi i¢gin 0,3 g
liyofilize drnek tartiimis ve 6rnek 5 kez 5 mL metanolle g¢alkalanip ekstrakt bir beherde
toplanmistir. Toplanan ekstraktin metanoli vakumlu déner buharlastiricida (Laborato 4000
Heidolph, Almanya) 45°C’de yaklasik 20 dakikada ugurulmustur. Elde edilen ekstrakt, 5 mL
metanolle ¢ozulip 100 plL’si cam bir tipe alinmistir. Ekstraktin Gzerine 2,5 mL 10 kat
seyreltiimis Folin—Ciocalteau ¢ozeltisi ilave edilip yaklasik 8 dakika sonra 2 mL Na,CO; (75
g/L) eklenmistir. Ornekler 40°C’de su banyosunda 15 dakika bekletilip sogutulmustur. Kontrol
érnek icin ayni prosedir 100 uL’lik deonize suya uygulanmigtir. Orneklerin abzorbanslari 765
nm’'de bir spektrofotometre (PG Instruments, Ingiltere) ile olclimistiir. Toplam fenol
miktarlari olusturulan gallik asit standart egrisinden hesaplanmigtir. Her &rnekten Ug
ekstraksiyon ve olgim yapilmistir. Sonuglar mg gallik asit eslenigi/100 g kuru madde (mg
GAE/100g) olarak ifade edilmistir.

3.2.6. Fenol Profili

Fenol ekstraksiyonu ve analizi literatlirde verilen bir yontemle belirlenmistir (Rioz ve
Gutierrez-Rosales, 2010). Fenol profili analizleri igin liyofilize zeytin 6rneklerinden 1 g
tarilmigtir. Daha sonra Ornekler, 15 mL EtOH:su (80:20) ¢ozeltisiyle 2 kez ekstrakte
edilmistir. 1 mL internal standart (150 ppm p-hydroxyacetic acid) ilavesinden sonra drnekler 5
dakika homojenize (Heidolph, Almanya) edilip vakum filtrasyon Unitesinden suzidlmustur.
Dénerli buharlastiricida (Laborato 4000 Heidolph, Almanya) 40°C’de 20 dakika boyunca
etanol ucgurulduktan sonra kalan etanol azot gazi akisi ile uzaklastiriimistir. Elde edilen
ekstrakt yaklasik 30 mL hekzan ile 2 kez yikandiktan sonra hekzan, yag ve ekstrakt ayirma
hunisi yardimiyla ayrilmisgtir. Kalan hekzan yine azot kullanilarak uzaklastirilmistir. Ekstrakt,
su:methanol (70:30) c¢ozeltisi ile 25 mL’ye tamamlanip 0,45 p'luk filtrelerden viallere
suzlilmustdr. Hazirlanan ornekler diode array (DAD) detektérine bagli bir HPLC (Agilent
1200, ABD) sistemine enjekte edilmislerdir. HPLC kosullari asagida listelenmistir ve Tablo
1’de mobil fazin degdisim profili verilmistir:
Mobil Faz A : su:asetik asit (99,9:0,1)



Mobil Faz B : MeOH:acetonitrile:asetik asit (50:50:0,1)
Dalga Boyu : 280 nm

Kolon : SGE 8211 C18 (250*4mm, 5um)

Sicaklik : 30°C

Akis orani : 1 mL/dk

Enjeksiyon hacmi : 20 yL

Tablo 1. HPLC analizinde kullanilan mobil fazlarin sicaklikla degisim programi

Zaman (dak) % A %B
0 95 5
45 45 55
55 0 100
60 0 100
65 95 5
70 95 5

Standart olarak kullanilan fenolik bilesikler oleuropein, oleuropein aglikonu, tyrosol,
rutin, hidroksityrosol, kuersetin-3-glukozit, kuersetin, luteolin, luteolin-7-glukozit, verbaskozit,
vanilin, vanilik asit, ferulik asit, o-kumarik asit, p-kumarik asit, syringic asit, kafeik asit,
apigenin, apigenin-7-glukozittir. Her drnekten iki ekstraksiyon ve 6lgim yapilmistir. Fenolik
bilesikler en az dort nokta iceren kalibrasyon grafiklerini kullanarak hesaplanmis ve mg/kg

kuru madde olarak ifade edilmistir.

3.2.7. Yag Asidi Profili

Zeytinlerden yag ekstraksiyonu hekzan kullanilarak Soxhlet ekstraksiyonu (Gerhard
Multistat, Almanya) ile yapilmistir. Zeytinden elde edilen yag, hekzan iginde ¢ozulerek
metanolik KOH ile metil esterlerine dénustirulmuistur (EEC, 1991) ve yag asitleri profili flame
ionization detektérine (FID) sahip gaz kromatografi cihazi (Agilent 6890N, ABD) ile
belirlenmigtir. Kolon olarak 6zellikle zeytinyaglari igin tercih edilen HP 88 (100 m x 0.25 mm
ID, 0.2 pm), kapiler kolon kullaniimigtir. 37’li FAME karisimi (Sigma) standart olarak

kullaniimistir.
3.3. Mikrobiyolojik Analizler

3.3.1. Hava Ornekleme
Hava Ornekleri yerden en az 1,5 m vyukaridan petri plakasina c¢oktirme

(sedimentation) yéntemi ve hava drnekleme cihazi (Sartorius) kullanmak suretiyle ¢carptirma
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(impaction) yontemi uygulanmak suretiyle alinmistir. Toplam canl, Enterobacteriaceae ve
maya-kuf sayimlari icin genel amagli besiyerleri kullaniimistir. Bu amagla PCA, VRBA, PDA
ve MEA besiyerleri bulunan petriler ¢oktiirme yonteminde petri kaplarinin kapaklari agiimak
suretiyle 15 dk sdresince drnekleme yapilan zeytin bahgesinde havaya maruz birakilmigtir.
Her 6rnekleme icin 3 petri kullanilmistir. Carptirma yonteminde ise belirli sturede belirli
hacimdeki hava oOrnegi, hava Ornekleme cihazi ile 5 dk hava cekilerek, besiyerine
carptirilmigtir. Her 6érnekleme icin 3 petri kullaniimistir. Her iki yéntemde de inokllasyon
yapilan petriler mikroorganizma igin uygun sicaklik ve slrede inklbasyona birakiimis,
inkiibasyon stresi sonunda, mikroorganizma sayisi tespit edilmistir. Gelisen kolonilerden
temsili sayida izolat alinmistir. izolatlarin tamami saflastiriimis, bakterilerin, maya ve kiiflerin

tanimlanmasi yapiimistir.

3.3.2. Mikroorganizma Sayimlari

Hava, zeytin yapragi ve zeytin drneklerindeki mikroorganizma sayisinin ve mikrobiyal
populasyonun cesidinin belirlenmesi icin geleneksel kultlrel sayim yontemi kullaniimigtir. Bu
amagla orneklerde homojenizasyon (Interscience, Fransa) ve uygun dilisyonlar (steril 1/4
Ringer’'s ¢ozeltisi) yapildiktan sonra besiyerlerine paralel ekim yapilmistir. Maya ve kuf
sayimi tartarik asit ilave edilmis PDA (pH=3,5), Sabouraud dextrose agar (0,1 g/L
chloramphenicol) ve Rose Bengal Chloramphenicol agar (RBCA, selective supplement SR
78) besiyerlerinde 25°C’de 48-72 h inklbasyon yapilarak elde edilmistir. Toplam bakteri,
laktik asit bakterisi, Enterobacteriaceae sayilari sirasiyla PCA besiyerinde, 30°C’de 24-48 h;
MRSA besiyerinde, 25°C’de 48-72 h; VRBDA besiyerinde 37°C’de 18-24 h inklbasyon
yapilarak elde edilmistir. Staphylococci ve Micrococcaceae, Baird-Parker agar (BPA)
besiyerinde 37°C’de 24—48 h siire inkiibasyon yapilarak elde edilmistir. inkiibasyon siireleri
sonunda petrilerde gelisen koloniler sayilarak mikroorganizma gruplari ve sayilari
belirlenmigtir. 2011 ve 2012 yillarinda olgunlagsma surecinde Hava, zeytin yapradi ve zeytin
orneklerindeki mikroorganizma sayisinin ve mikrobiyal populasyonun c¢esidinin belirlenmesi

tamamlanmistir.

3.3.3. izolasyon ve izolatlarin Saklanmasi

Mikrobiyolojik analiz gergeklestirilen besiyerlerinde gelismis olan kolonilerden temsili
saylida alinarak genel amagl besiyeri ylzeyine gizim (bakteri veya maya kolonileri igin) veya
u¢ nokta ekim (kuf kolonileri igin) yontemi ile ekim yapilmis ve izolatlar saflastiriimistir.
izolatlarin tanimlanmasinin ilk agamasi olan saflik kontrolii basit ve gram boyama ile
belirlendikten sonra izolatlar daha sonraki tanimlama testlerinin uygulanmasi amaciyla uygun

besiyerlerinde +4°C’de muhafaza edilmigtir.
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3.3.4. Bakterilerin Tanimlanmasinda Kullanilan Morfolojik, Biyokimyasal ve
Molekiiler Testler

Proje kapsaminda izole edilen bakterilerin tanimlanmasinda Bergey’'s Manual ve
Kostinek vd. (2005) tarafindan belirlenen taksonomik anahtarlardan yararlaniimistir.
Bakterilerin tanimlanmasinda hiicre morfolojisi, gram boyama ve katalaz testleri yapilmis,
glikozdan gaz uretimi, 20 anahtar karbonhidratin fermantasyonu denemeleri tamamlanmistir.
Referans kdilttr kullaniimak suretiyle bakteriler icin kullanilacak olan primer belirlenmis ve
dizayni yapilmistir. DNA ekstraksiyonu ve izolasyonu asamalarindan sonra konvansiyonel
PCR ve sekans analizleri yapilarak molekiler tanimlama ydntemi oturtulmus ve bakterilerin
molekuller tanimlanmasi yapilmigtir. 2011 ve 2012 yillarina ait bakterilerin biyokimyasal ve
molekuller tanimlamasi igin gereken DNA ekstraksiyonu ve izolasyonu asamalari ve PCR
drtnlerinin sekans analizleri gergeklestirilmistir. Bakterilerin tanimlanmasinda kullanilan DNA

ekstraksiyonu ve izolasyonu yéntemi izleyen bdlimde verilmektedir.

3.3.4.1. Bakteri Izolatlar igin Kullanilan DNA Ekstraksiyonu ve PCR Metodu

izole edilen bakteri kiiltiirlerinden genomik DNA ekstraksiyonu yapilmistir (Cardinal
vd., 1997). PCR amplifikasyonu 25 uyl PCR karisimi ile (5 yl genomik DNA, 10 pmol forward
primer, 10 pmol of reverse primer, 2,5ul dNTP (2 uM), 2,5 ul Taq polymerase tampon
(Fermentas), 1,5 pl  (25mM) MgCl, (Fermentas) ve 1U Tag polymerase (Fermentas)
kullanilarak yapilmistir. Genomik DNA amplifikasyonu BIO-RAD C1000 thermal cycler

(Fransa) ile optimize edilmis olan asagidaki PCR kosullarina gére gergeklestirilmistir.

1. 94 °C ‘de 5 dk )

2. 94 °C ‘de 1 dk denatlirasyon

3. 56 °C ‘de 1 dk birlesme 40 déngii
4.72°C ‘de 1 dk uzama

5. 72 °C ‘de 10 dk son uzama -

Bakteri izolatlarinin PCR denemelerinde kullanilan primerler ve dizileri asagidaki gibidir.
Forward Primer: EGE1: 5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3

Reverse Primer: EGE2: 5CTACGGCTACCTTGTTACGA-3

Forward Primer : 341F: 5-CCTACGGGAGGCAGCAG-3’

Reverse Primer 518R: 5-ATTACCGCGGCTGCTGG-3

Amplifiye olmus gen bdlgesinin ne kadar baz cifti cogalttigini gérebilmek igin etidium bromid
iceren %1°lik agaroz jel ile elektroforez yapilmistir. 80 mV elektrik akimi %1 TAE tampon

iceren elektroforez tankinda elektroforez gergeklestirilmistir.
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3.3.4.2. Bakteri Izolatlar igin Kullanilan DNA Dizi Analizi

Amplifiye edilmis PCR UrlUnleri sephadex kolondan 4800 rpm’de 2 dk siresince
gegirilerek safsizlik unsurlari giderilmigtir. Ardindan déngl siralamasi asagida verilen
kosullara gore yapilmigtir.
1.96 °Cfor 1 k ™
2.96°Cfor10s
3.50°Cfor5s = 30 dongl
4. 60 °C for 4 dk
5.4°C, o —

Dongu siralamasinin PCR’dan en dnemli farki, yalnizca tek yonde primer kullanilarak tst

uste katlanis yerine lineer amplifikasyon Urinl elde edilmesidir. Diger énemli ayrimi ise,
dideoksinukleotidlerin  DNA tekli sarmalinin birlesecegi zaman uzamasinin kesilmesi
amaciyla kullanimidir. DNA dizi analizi 3130xI Genetic Analyzer (Applied Biosystems,
California, ABD) cihazinda gergeklestiriimistir. Analiz tamamlandiginda, nidkleotid dizilimi
sonuglari bir yazilm (Finch TV v.1.4.0, Geospiza. Inc., ABD) vasitasiyla degerlendirilerek;

http://www.ncbi.nlm.nih.qov/BLAST/ internet sitesindeki BLAST sunucu ara yuzinden benzer

dizilime sahip mikroorganizmalar arastirilarak bakteri kilttrleri tanimlanmigtir.

3.3.5. Kiiflerin Tanimlanmasinda Kullanilan Morfolojik ve Molekiiler Testler

Proje kapsaminda izole edilen kuflerin standart mikroskobik ve morfolojik
tanimlanmasinda Pitt (1979, 2000) ve Samson vd. (1981, 2004), Klich (2002) tarafindan
olusturulan klasik referanslarda belirtilen O&lgutler kullanilmakla birlikte Aspergillus
tanimlamada Raper ve Fennell (1977) ile Samson vd. (1981, 2004) tarafindan &nerilen
tanimlama anahtarlari, Rhizopus turlerinin tanimlanmasinda Schipper (1978)’in tanimlama
anahtari, diger kuf cinslerine ait turlerin tanimlanmasinda ise Cooney ve Emerson (1964),
Domsch vd. (1980) ve Mouchacca (2000) tarafindan geligtirilen tanimlama anahtarlari

kullaniimaktadir.

3.3.5.1. Kiif Izolatlan igin kullanilan DNA Ekstraksiyonu ve PCR metodu

Molekdiler tanimlama yapabilmek icin 6ncelikle Hurma zeytinden izole edilen kuf
kaltarlerinin genomiK DNA ekstraksiyonu yapilmistir (Bartlett ve Stirling, 2003). Kisaca MEA
veya CZA'da gelistirilen kif kolonisi bir havan ve tokmak yardimi ile mekanik olarak ezilerek
hicre duvarinin pargalanmistir. Boylece genetik materyal acgiga cikarilarak ekstraksiyon
islemine maruz birakilmigtir. Ornekler sonrasinda 10 mL CTAB ekstraksiyon tamponu
icerisine aktarilarak, tim o6rnek ylizeyine etki etmesi icin galkalamali su banyosunda 65°C’de
30 dk inkube edilmistir. Sonrasinda esit hacimde chloroform:izoamil alkol (24:1) eklenerek

oda sicakhiginda 2000 g’de 10 dk boyunca santriflij edilmistir. Sonrasinda supernatant yeni
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bir tlpe alinarak, Uzerine esit hacimde isopropanol eklenmistir. Bu asama sonrasi DNA
presipitasyonu olusmasi beklenmektedir. Ancak DNA gdzlenmedigi durumda %70 ‘lik etanol
ile érnek yikanip acilk havada kurutularak 1 ml, 20 pL/ml RNAse igeren TE eklenerek
ornekler suspend edilmis ve 4°C’de saklanmistir.
Metot 1

izole edilen maya kiiltiirlerinden genomik DNA ekstraksiyonu yapilmistir (Cardinal
vd., 1997). PCR amplifikasyonu 50 yl PCR karigimi ile (5 yl genomik DNA, 0,2 pmol forward
primer, 0,2 pmol of reverse primer, 5 yl dNTP (2 uM), 5 upl Tag polymerase tampon
(Fermentas), 3 ul (25mM) MgCl, (Fermentas) ve 0.5 U Taq polymerase (Fermentas) ile
gerceklestiriimistir. Genomik DNA amplifikasyonu BIO-RAD C1000 thermal cycler (Fransa)
ile asagidaki kosullara gore apilmistir. Amplifiye olmus gen bdlgesinin ne kadar baz cifti
cogaltigini gérebilmek igin etidium bromid iceren %1‘lik agaroz jel ile elektroforez yapilmistir.
100 mV elektrik akimi ice %1 TAE tampon igeren elektroforez tankinda islem
gergeklestirilmistir.

1. 94 °C ‘de 5 dk )

2. 94 °C ‘de 1 dk denatlirasyon

3. 53 °C ‘de 2 dk birlesme 40 dongu

4.72°C ‘de 2 dk uzama

5.72°C ‘de 10 dk son uzama —
Kullanilan primerler ise: agagidaki gibidir.
Forward Primer: ITS1: 5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’
Reverse Primer: ITS4: 5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3
Metot 2

PCR amplifikasyonu 25 ul PCR karigimi ile (5 yl genomik DNA, 10 pmol forward

primer, 10 pmol of reverse primer, 2.5 yl dNTP (2 pM), 2.5 pyl Tag polymerase tampon
(Fermentas), 1.5 pl (25mM) MgCl, (Fermentas) ve 1U Taq polymerase (Fermentas)
kullanilarak yapilmistir. Genomik DNA amplifikasyonu BIO-RAD C1000 thermal cycler ile iki
farkli primer cifti icin asagidaki kosullara goére gergeklestiriimistir. Amplifiye olmus gen
boélgesinin ne kadar baz cifti gogaltigini gérebilmek i¢in etidium bromid iceren %1 ‘lik agaroz
jel ile elektroforez yapilmistir. 80 mV elektrik akimi ice %1 TAE tampon igeren elektroforez
tankinda iglem gerceklestiriimigstir.

1. 95 °C ‘de 8 dk N

2. 95 °C ‘de 15 s denatiirasyon

3. 52 °C ‘de 20 s birlesme L 35dongli ACT 512F ve ACT 783R primerleri

4.72°C ‘de 1 dk uzama

5. 72 °C ‘de 5 dk son uzama
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1. 94 °C ‘de 5 dk

2. 94 °C ‘de 30 s denatlirasyon
3. 48 °C ‘de 30 s birlesme — 35déngl ITS4 ve VIG primerleri
4.72°C ‘de 1 dk uzama

5. 72 °C ‘de 7 dk son uzama

Kullanilan primerler ise agagidaki gibidir:

Forward Primer: ACT 512F (5-ATGTGCAAGGCCGGTTTCGC-3’)
Reverse Primer: ACT783R (5°-TACGAGTCCTTCTGGCCCAT-3)
Forward Primer: ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’)
Reverse Primer: V9G (5-TTACGTCCCTGCCCTTTGTA-3)

3.3.5.2. Kiif Izolatlari igin Kullanilan DNA Dizi Analizi

Metot 1
Amplifiye edilmis PCR Urlnleri sephadex kolondan 5400 rpm’de 2 dk siresince
gegirilirek safsizlik unsurlari giderilmistir. Ardindan doénglu siralamasi asagida verilen
kosullara gore yapilmistir.
1. 96 °C’de 1 dk
2.96°C'de 10's
3.53°C'de 5s 30 dongl
4. 60 °C’de 4 dk
5.4°C, o
Metot 2
Amplifiye edilmis PCR Urlnleri sephadex kolondan 4800 rpm’de 2 dk siresince

gegirilerek safsizlik unsurlari giderilmistir. Ardindan doéngl siralamasi asagida verilen

kosullara gore yapilmistir.
1.96°Cfor 1k
2.96°Cfor10s
3.50°Cfor5s 30 dongi
4. 60 °C for 4 dk
5.4°C, w

Dongu siralamasinin PCR’dan en 6nemli farki, yalnizca tek yoénde primer kullanilarak
ustuste katlanis yerine lineer amplifikasyon Urtint elde edilmesidir. Diger dnemli ayrimi ise,
dideoksinukleotidlerin  DNA tekli sarmalinin birlesecegi zaman uzamasinin kesilmesi

amaciyla kullanimidir. DNA dizi analizi 3130x|I Genetic Analyzer (Applied Biosystems, ABD)
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cihazinda gergeklestiriimistir. Analiz tamamlandiginda, nikleotid dizilimi sonuglari bir yazilim
(Finch V. v.1.4.0, Geospiza. Inc., ABD) vasitasiyla degerlendirilerek;

http://www.nchbi.nlm.nih.gov/BLAST/ internet sitesindeki BLAST sunucu araytzinden benzer

dizilime sahip mikroorganizmlar arastirilarak kdlttrler tanimlanmigtir.
DNA dizi analizi 3130xlI Genetic Analyzer cihazinda gergeklestiriimistir. Analiz
tamamlandiginda, nikleotid dizilimi sonuglari bir yazilim (Finch TV v.1.4.0, Geospiza. Inc.,

ABD) vasitasiyla degerlendirilerek; http://www.ncbi.nlm.nih.qgov/BLAST/ internet sitesindeki

BLAST sunucu ara ylzinden benzer diziime sahip mayalar arastirilarak kultarler

tanimlanmistir.

3.3.5.3. Kiif Izolatlari igin Kullanilan DNA Ekstraksiyonu ve PCR Metodu

KUf izolatlarinin konvansiyonel PCR analizleri igcin THERMAL CYCLER (BIO-RAD, C-
1000) kullaniimaktadir. PCR Grunlerinin miktarlari ya da konsantrasyonlari (ng/pl) sekans
analizlerinden dnce Nanodrop (8 kanalli, ThermoScientific, ABD) kullanilarak belirlenmekte,
Maxi yatay elektroforez sistemi (EC340, 20x20 cm, ThermoScientific, ABD) kullaniimak
suretiyle elde edilen jellerin goruntlleri ise jel gortntileme sistemi (VERSADOC, 4000MP,
BIO-RAD, ABD) ile saglanmaktadir.

3.3.6. Mayalarin Tanimlanmasinda Kullanilan Morfolojik ve Molekuler Testler
Proje kapsaminda izole edilen mayalarin tanimlama test sonuglarinin
degerlendirimesinde ise Lodder (1970), Dedak (1995), McClary vd. (1959), Barnett vd.
(2000), Kurtzman ve Fell (1998, 2000) tarafindan belirlenen taksonomik anahtarlardan
yararlanildi. Maya izolatlarinin tanimlanmasi boyama, katalaz testi, 15 ve 45°C’de gelisme,
mikroskopta hiicre morfolojisi, YM broth besiyerinde 30 °C'de 48 h gelisen hticre dzelliklerinin
incelenmesi, McClary’s acetate agar medium besiyerinde maya sporulasyonu analizleri ve
Dalmau plak teknigiyle izolatlarin hif, yalanci hif, blastospor, klamidospor yapilarinin

incelenmesi suretiyle yapilimistir.

3.3.6.1. Maya izolatlari igin Kullanilan DNA Ekstraksiyonu ve PCR Metodu

Maya izolatlari igin Harju vd. (2004) tarafindan kullanilan hizli DNA izolasyonu
yontemi kullanilmistir. Bu yonteme gore uygulanan prosedir asagida verilmistir:
1. Alinabildigi kadar fazla maya hicresi ependorf tip igindeki 1 ml steril suda
¢ozundardlmastar.
2. Huicreler 14800 rpm’de 10 dakika santrifljlenmis, sipernatant uzaklastirilmigtir.
3. Pellete 400 pl liziz buffer (%2 Triton X-100, %1 SDS, 100 mM NaCl, 10 mM TrisCl-ph
8.0, 1 mM EDTA-ph 8.0), cam boncuk, 250 ul fenol/kloroform/isoamil alkol ilave edilmistir.
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4, Karisim 5 dakika vorteks ile karistiriimig, 30 saniye beklenmis, 1 dakika daha
karistiriimis ve 14000 rpm’de 10 dakika santrifljlenmistir.

5. Ust faz yeni bir tiipe aktarilmis ve iizerine 100 pl kloroform eklenmis ve 1 dakika
vorteks ile karigtirilarak 14000 rpm’de 10 dakika santrifGjlenmistir.

6. Ust faz yeni bir tiipe aktariimis (izerine 650 ul soguk etanol eklenmis ve ters gevirerek
ya da dusik hizda vorteks ile karigtiriimistir.

7. Karisim iginde DNA gdrtlmuas ve 14000 rpm’de 10 dakika santrif(jlenmistir.

8. Ust faz uzaklastirildiktan sonra pellet vakumlu kurutucuda 30 dakika ya da havada 1
gece kurumaya birakilmistir.

9. Kuruyan pellet yaklasik 40 pyl TE (10 mM Tris-ph 8.0, 1 mM EDTA-ph 8.0) icinde

¢ozindurulerek -20 °C’de saklanmistir.

3.3.6.2. Maya ve Kiif Izolatlari igin Kullanilan DNA Dizi Analizi

Kiif izolatlarinin konvansiyonel PCR (iriinlerinin sekans analizleri IYTE Biyoteknoloji ve
Biyomiihendislik Arastirmalari Merkezi (BiYOMER) laboratuarlarinda bulunan DNA sekans
analiz cihazi (ABI 3130XL, 16 Kapillar Sistem, Applied Biosystems, ABD) kullanilarak

yapilmakta sonuclar BLAST analizi ile degerlendirilmistir.

3.4. Istatistiksel Analizler

Kimyasal verilerin istatistiksel analizinde cok degiskenli, bir yontem olan asal
bilesenler analizi (PCA) kullaniimigtir. PCA, ¢ok sayida degiskenin oldugu durumlarda tercih
edilen bir yontemdir ve bu teknikle daha az sayida ve asal bilesen adi verilen yapay
degdiskenler olusturulur. Asal bilesenler olgilen parametrelerin varyanslarinin ¢gogunu bilgi
olarak tasirlar.

Bu calismada ¢ok degiskenli veri matrisi ¢ zeytin tipinden iki hasat sezonunda sekiz
hafta boyunca toplanan érneklerin kimyasal élglimlerini degiskenler olarak igerir. Bu veriler iki
hasat sezonunu icerecek toplu veriler olarak veya zeytin tipleri arasindaki farklari daha iyi
ortaya ¢ikarmak igin tek tek sezonlar olarak kullaniimigtir. Veriler, PCA uygulanmadan 6nce
otomatik olarak Olgeklenmistir. Cok degiskenli analiz, SIMCA-P v.11.5 (Umetrics, Umea,
isveg) yazilimi ile yapiimistir. PCA sonuglari skor ve yiikleme grafikleri ile ifade edilmistir.
Skor grafikleri drnekler arasindaki gruplasmayi gosterir. Yikleme grafikleri ise her degiskenin
onemi hakkinda fikir verir bundan dolayi yukleme grafikleri degiskenlerle érnekler arasindaki
baglantiyi ifade ederler.

Varyans analizi (ANOVA), grup averajlarinin birbirleri arasindaki farklari analiz eden
bir istatistiksel yontemdir. Bu ¢caligmada da ANOVA, zeytin tipi (Hurma, Erkence ve Gemlik),
hasat zamani (1-8 hafta) ve hasat yilinin (2011/12 ve 2012/13) pH, aw ve toplam fenol icerigi
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Uzerinde etkisini belirlemek icin kullaniimistir. Verilerin analizinde Minitab v.16 (State
College, PA, ABD) kullaniimistir.

4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Kimyasal Karakterizasyon

Hurma, Erkence ve Gemlik zeytinleri icin 2011/12 ve 2012/13 yillarina ait ve 8 haftalik
drnekleme sireci boyunca olgunlasma indisleri Tablo 2'de verilmistir. iki hasat yilinda da
zeytin Ornekleri Ekimden Araliga kadar olan ddénemde ayni bahgede bulunan ayni
agaclardan toplanmistir. Toplama zamani, Hurma zeytinin hurmalasmamis Erkence’den
g6rintl olarak ayrildigr dénemdir. Hurma bu dénemde koyu kahverengine donmekte ve hafif
burusuk bir gorinti kazanmaktadir. Hurma’nin olgunlagsma indisi birinci sezonda 3,14-5,34
araliginda degisirken ikinci sezonda bu aralik 4,56-6,37°dir. Erkence olgunlasma indisi,
2011/12’de 0,5-3,67 iken 2012/13'de 2,16-5,94 araliginda degismistir. Gemlik igin
olgunlasma indisi, ilk yil 1,1-5,88 degerleri arasinda degismekte iken ikinci yil bu deger 2,19-
4,16 araliginda olmustur. Olgunlagsma indisi meyvelerin olgunlagsma derecesini gosterir. Bu
calismada oOrnekler her seferinde zeytin agacinin butin taraflarindan toplanmistir ve
genellikle indis, zamanla artis gostermistir. Ancak agactaki zeytinlerin timU ayni anda
olgunlasmamaktadir. Bu nedenle de bazi haftalarda olgunlagsma indisi dalgal bir seyir
izlemektedir.

Sekil 2 zeytin drneklerinin iki hasat yilinda ve érnekleme surecinde pH degerlerini
gostermektedir. Hurma zeytin icin pH deger araliklari ilk ve ikinci yilda sirasiyla 5,06-5,5 ve
5,6-5,67 olmustur. Erkence zeytini i¢cin pH araligi ilk yilda 5,12-5,39 iken ikinci yil bu deger
5,08-5,46’dir. Gemlik pH degerleri, ilk yil 5,05-5,29 arasinda degisirken ikinci yil degisim
5,19-5,44 araligindadir. Genel olarak 2011/12 hasat yilina ait pH degerlerinin bitin zeytin
tipleri icin 2012/13 yilina gére daha ylksek oldugu gdriilmektedir. Daha sonraki bélimlerde

gorulecegi Uzere ilk yil organik asit konsantrasyonlari da ikinci yila gére daha yuksektir.
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Tablo 2. Hurma, Erkence ve Gemlik zeytinlerinin iki hasat yilinda ve drnekleme slrecinde

olgunlagsma indisleri

Zeytin tipi Olg.unl.a§ma Zeytin tipi Olg.unl.a§ma
Indisi indisi
2011/12 2012/13

H11 3,9 H21 5,43
H12 4,1 H22 4,56
H13 5,34 H23 5,92
H14 4,95 H24 5,6
H15 3,74 H25 6,18
H16 4,37 H26 5,42
H17 3,99 H27 6,37

H18 3,94 H28 6
E11 0,5 E21 2,53
E12 1,27 E22 2,16
E13 2,25 E23 2,34
El4 1,65 E24 2,53
E15 1,69 E25 3,17
E16 3,65 E26 3,18
E1l7 3,56 E27 3,49
E18 3,67 E28 5,94
G12 1,1 G21 2,42
G13 1,38 G22 2,19
Gl4 2,41 G23 3,32
G15 2,1 G24 3,09
G16 3,65 G25 3,92
G17 4,82 G26 4,6
G18 5,88 G27 4,26
G28 3,84
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Sekil 2. Hurma, Erkence ve Gemlik zeytinlerinin iki hasat yilinda ve érnekleme surecinde pH

degerleri

iki hasat yilinin érnekleme periyodunda zeytin 6érneklerinin a,, degerleri Sekil 3'de
gOrilebilir. Hurma zeytinin a,, degerleri, 2011/12 yilinda 0,94-0,98 araliginda degisirken bu
deger, 2012/13'de 0,92-0,94 araliginda olmustur. 2011/12 Erkence 6rneklerinin a,, degerleri
0,92-0,97 iken 2012/13'de a,, degerleri bu zeytin icin 0,94-0,96 arasindadir. Gemlik tipi
zeytinde ilk hasat yili a,, araligi 0,92-0,97 ve ikinci yil bu aralik 0,94-0,96’d1r.

' —4— HURMA1
0,95 - = O== HURMA2
e ERKENCE1
& 0,9 - ERKENCE2
GEMLIK1
0,85 - === GEMLIK2

0,8 T T T T T T T T 1

1 2 3 4 5 6 7 8
Hasat Zamani (Hafta)

Sekil 3. Hurma, Erkence ve Gemlik zeytinlerinin iki hasat yilinda ve érnekleme surecinde a,

degerleri

Zeytin tipi, hasat zamani ve hasat sezonunun pH ve a,, Uzerine etkilerini incelemek
icin veriler ANOVA ile istatistiksel olarak degerlendirilmigtir. Bu analiz igin faktorler, hasat yili
(2011/12 ve 2012/13), zeytin tipi (Hurma, Erkence ve Gemlik) ve hasat zamani (8 hafta) ve
degiskenler ise pH ve a,, degerleridir. ANOVA'ya gore (Tablo 3) pH igin butin faktorler ve
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onlarin etkilesimleri icin p degerleri 10®den kiigiik ve model RZleri %95,4'den biiyiik

oldugundan dolayr o6nemlidir. Bu analiz igin modelin normalitesinde bir problem
gorulmemektedir ve herhangi bir aykiri degere rastlanmamigtir (grafikler gosterilmemistir). Bu
sonug, zeytin orneklerinin pH degerlerinin zeytin tipi, hasat zamani ve sezonundan ve

bunlarin etkilesimlerinden etkilendigi anlamina gelmektedir.

Tablo 3. Hurma, Erkence ve Gemlik zeytinlerinin pH verileri icin ANOVA tablosu

Kaynak DF Seq SS AdjSS Adj MS F P
Zeytin tipi 2 1,105276 1,105276 0,552683 304,55 0,00
Hasat yili 0,592900 0,592900 0,592900 326,74 0,00
Hasat zamani 7 0,286100 0,286100 0,040871 22,52 0,00
Z. tipi*H. yih 2 0,545113 0,545113 0,272556 150,20 0,00
Z. tipi*H. zamani 14  0,275512 0,275512 0,019679 10,85 0,00
H. yili*H. zamani 7 0,356889 0,019679 0,050984 28,10 0,00
Z. tipi*H. yil*H. zamanmi 14  0,479165 0,050984 0,034226 18,86 0,00
Hata 96 0,174200 0,034226 0,001815

Toplam 143 3,815156 0,001815

ANOVA sonuglarina goére zeytin tipi, hasat zamani ve sezonu ayrica bu ana
faktorlerin  zeytintipi*hasatyili*hasatzamani digindaki
degisiminde &nemlidir (Tablo 4). ANOVA modeli R® degeri %91,7°dir ve modelin

biatin etkilesimleri zeytinlerin  a,,

normalitesinde bir problem olmadigi gibi aykiri degerlere de rastlanmamistir.

Tablo 4. Hurma, Erkence ve Gemlik zeytinlerinin a,, verileri icin ANOVA tablosu

Kaynak DF Seq SS Adj SS Adj MS F P
Zeytin tipi 2 0,0016822 0,0016822 0,0008411 11,57 0,00
Hasat yili 0,0053900 0,0053900 0,0053900 74,14 0,00
Hasat zamani 0,0101355 0,0101355 0,0014479 19,92 0,00
Z. tipi*H. yili 2 0,0037776 0,0037776 0,0018888 25,98 0,00
Z. tipi*H. zamani 14 0,0020619 0,0020619 0,0001473 2,03 0,00
H. yi*H. zamani 7 0,0059718 0,0059718 0,0008531 11,73 0,00
Z tipi*H. yi*H. zamanmi 14 0,0015507 0,0015507 0,0001108 1,52 0,117
Hata 96 0,0069793 0,0069793 0,0000727

Toplam 143  0,037492
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4.1.1. Zeytinlerin Seker igerikleri

Glukoz, fruktoz, sukroz, manoz ve manitol, zeytin drneklerinde tespit edilen seker ve
seker alkolleridir. Ug zeytin tipi icin bu sekerlerin konsantrasyonlari, hasat zamani ve yilina
gbre Tablo 5'de listelenmisgtir.

ilk hasat yilinda tath Dhokar tipi zeytinde oldugu gibi glukoz ve manitol baskin
sekerler olarak belirlenmistir (Jemai vd., 2009). Sukroz, Hurma zeytinde ikinci haftadan sonra
kaybolmustur. Ayni zamanlarda fruktoz ve glukoz konsantrasyonlari artmistir; bu da
sukrozun glukoz ve fruktoza déniistiigli seklinde yorumlanabilir. ilk hasat yilinda bitiin zeytin
tipleri icin manitol disindaki sekerlerde 6rneklemenin son U¢ haftasinda artis gorilmustir.
Manitole ise besinci haftadan sonra rastlanmamistir.

ilk hasat yilinda en yiiksek glukoz konsantrasyonu Hurma zeytinininde gorilmistir ve
konsantrasyon 21.256-296.787,05 mg/kg arahdinda degismektedir. Erkence’de ise glukoz
icerigi 30.700-163.449,44 mg/kg olarak degismekte iken bu seker Gemlik tipi zeytinde
39.160-88.883,15 mg/kg konsantrasyon araligindadir. Dhokar zeytini igin glukoz baslica
seker olarak 40.830 mg/kg konsantrasyonunda belirlenmis ve bunu miktar olarak fruktoz
takip etmistir. Bu sekerlerin konsantrasyonlari ayni yérede yetisen ve dalinda tathlasmayan
bir zeytin tipine gore daha yuksektir (Rigane vd., 2011).

ilk hasat yilinda manitol en diisiik seviyede Gemlik tipi zeytinde bulunmustur ve
konsantrasyon 7.360-30.500 mg/kg araliginda tespit edilmistir. Erkence zeytini ise ilk yilda en
yuksek manitol seviyesine (4.368,3-18.971,63 mg/kg) sahiptir. Dhokar zeytininde manitol
79.800 mg/kg seviyelerinde iken Hurma’da konsantrasyon 11.681,49 mg/kg diizeyinde olup

Dhokar’in aksine lineer bir artis géstermemistir (Jemai vd., 2009).
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Tablo 5. Hurma, Erkence ve Gemlik zeytinlerinin iki hasat yilinin sekiz haftalik 6rnekleme slrecinde seker profilleri (mg/kg)

Zeytin Tipi Glukoz Fruktoz Sukroz = Manoz Manitol Zeytin Tipi Glukoz Fruktoz Sukroz  Manoz Manitol
2011/12 2012/13

H11 21256 te 3371,2 te 4227,2 H21 8009,5 11036,1 5631,4 4997,8 8556,3
H12 20546,1 te 2156,9 1291,7 29426 H22 18828,3 7047,2 5709,6 3361,8 3534,6
H13 21859,1 1785,3 te 1124,6 5770,7 H23 231229  13137,2 4955,6 4411,9 14748,4
H14 463055 5780,1 te 5000,2 11681,4 H24 12879 9475,9 5426,9 3598,3 9259,4
H15 14399,7  2003,7 te te 4564,4 H25 13378,5 7569,4 3223,6 te 8083,4
H16 296787  1723,7 te te te H26 20619 14885,5 6177,3 2587,4 10851,1
H17 197919,6 te te te te H27 14663,8  15827,6 5409,9 2333,7 10934,9
H18 118058,6  4180,3 te te te H28 11677,4 9690 3861,6 3682,4 7348,5
E1l1 19364,4 te 4284,4  5026,7 4386,3 E21 13457,7  24904,3 9172,2 6530,9 9817,1
E12 26777,4 53854 4573,1 2838,8 18971,6 E22 53439,2  33284,2 8037,5 21459 22882,4
E13 30700 5780,1 5070 1729,6 7970 E23 33454 15464,9 16040 1278 14962,4
El4 42440 3220 4580 2700 10990 E24 13218,9 50872,3 16287,2 te 22627,9
E15 41400 5960 14110 5590 14110 E25 23352,1  15889,8 35414 23714 3541,4
E16 135115,6 7148,5 26978,6 te te E26 38161,4  31263,9 5542,1 2847,7 175944
E17 163449,4 7743,52 32613,5 15953,9 te E27 21440,4  11363,6 7001,1 2099,7 6545,7
E18 153751,4 12382,1 50059,9 14654,3 te E28 19500,6  11075,2 4390,9 2797,7 7680,7
G12 35620 5740 4950 te 8740 G21 13163,6  13858,9 8365,7 te 6058,6
G13 39160 4351 4580 1321,8 7360 G22 18368,6  16477,9 6061,7 6711,7 4778,4
G14 33333,8 4530 2720 4770 9700 G23 29216,1  16478,1 23581,6 14742 9737,2
G15 40160 6890 te te 9110 G24 30741,3 19786 6616,7 te 11853,9
Gl6 88883,1 15346,7 9313,7 8483 te G25 8933 14465,7 4693 1970,8 4103,9
G117 33807,8 te 5768 te te G26 8628,5 5946,4 3575,7 2714,3 4274,3
G18 73598,3 5624  21733,5 12260,7 te G27 4701,8 6109,9 3379,2 1467,7 3587,8

G28 11118,7  12205,6 2383 1643 4609,4

te: tespit edilemedi
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ilk hasat yilinin aksine ikinci yilda sukroz biitiin érnekleme siirecinde tespit edilmis ve
manitol beginci haftadan sonra kaybolmamistir. Zeytinlerin manoz konsantrasyonlari da ilk
yila gére daha yiiksektir. ikinci yil glukozun en yiiksek seviyede oldugu zeytin tipi Erkence’dir
(13.218,97-53.439,29 mg/kg). Glukoza benzer sekilde fruktoz da 11.075,2-50.872,33 mg/kg
araliginda Erkence’de en ylksek duzeydedir. Birinci yilda oldugu gibi ikinci yilda da en dusuk
manitol diizeyi (3.587,83-11.853,94 mg/kg) Gemlik icin tespit edilmistir.

Bu ¢alismada incelenen Ug zeytin tipinin toplam seker miktarini hasat zamanina bagli
olarak gosteren grafik Sekil 4'de verilmigtir. Toplam seker miktari, ilk sezonun son Ug¢
haftasinda 6nemli élglide artmistir. Genel olarak bakildiginda belli bir egilimden ¢ok iki hasat
yilinda haftalara bagl olarak inigler ve c¢ikislar gozlenmistir. Bu inisli cikisli grafik sekerin
olgunlasma sirasinda ihtiyaca bagh olarak devamli Uretiimesi ve yagd asidi sentezinde
kullaniimasi ile iligkilendirilmistir (Menz ve Vriesekoop, 2010). Bazi ¢calismalarda olgunlasma
sirasinda toplam sekerin dustliguni bildirmesine ragmen (Nergiz ve Engez, 2000; Ergonul ve
Nergiz, 2010; Menz ve Vriesekoop, 2010) Tunus’'un Chemlali ve Dhokar ¢esitlerinde toplam

seker miktarinda zamanla artis gézlenmistir (Jemai vd., 2009).

350000 -

300000 -
)
% 250000 - —o— HURMA1
£
E 200000 - = O=HURMA2
< ERKENCE1
¥» 150000 -
£ ERKENCE2
& 100000 - / GEMLIK1

50000 - = ~,<"\‘ f _ = =% \ GEMLIK2

0 T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8
Hasat Zamani (Hafta)

Sekil 4. Hurma, Erkence ve Gemlik zeytinlerinin iki hasat yilinin sekiz haftalik érnekleme

surecinde toplam seker miktarlari

Zeytin Orneklerinin seker profili ve zeytin tipi, hasat zamani ve hasat sezonu
parametreleri arasindaki baglantiyi istatistiksel olarak incelemek amaci ile asal bilesenler
analizi (PCA) kullaniimigtir. PCA hem tek tek yil bazinda hem de iki yil da kapsayan butun

veriler i¢cin uygulanmistir.
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ilk hasat yili igin kullanilan PCA modeli 2 asal bilesenden olusmaktadir ve modelin R?
degeri 0,78’dir. Bu modelin skor grafigine (Sekil 5a) goére ilk bes haftanin érnekleri bir arada
toplanmistir ve zeytin tipine gore bir farkhlasma goérilmemistir. Ancak Hurma zeytinin son ¢
hafta ornekleri alt sol dordinde, Gemlik drnekleri ise grafigin Ust sol tarafinda yer almigtir.
Ayni dbneme ait Erkence ornekleri ise Gemlik tipine daha yakin bir konumdadir ve
Hurma’dan iyice ayrilmiglardir. Yukleme (loading plot) grafigine (Sekil Sb) gore ilk bes
haftanin digerlerinden ayriimasina neden olan seker, ilk hasat yilinda besinci haftadan sonra
tespit edilemeyen manitoldur. En ylksek konsantrasyonuna altinci haftada ulasan glukoz,
Hurma icin ayristirici bir seker olarak gérinmektedir. Fruktoz, manoz ve sukroz ise Gemlik

ve Erkence’yi son ¢ haftada Hurma’dan ayiran parametrelerdir.
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Sekil 5. Erkence, Hurma ve Gemlik zeytinlerinin 2011/12 hasat yilinin 8 haftalik érnekleme

surecine ait seker profil verileri ile olusturulan PCA modelinin a) skor ve b) ylkleme grafikleri
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ikinci hasat yil igin olusturulan PCA modeli 4 bilesenden olusmaktadir ve R? degeri
0,98dir. Skor grafiginden (Sekil 6) gorilecedi Uzere ikinci yil seker profili zeytin tipine veya

hasat zamanina bagh olarak herhangi bir ayrim saglamamistir.
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Sekil 6. Erkence, Hurma ve Gemlik zeytinlerinin 2011/12 hasat yilinin 8 haftalik 6érnekleme

surecine ait seker profil verileri ile olusturulan PCA modelinin skor grafigi

iki yillik seker verileri ile olusturulan PCA modelinin 2 bileseni vardir ve R? degeri
0,72°dir. Bu model igin olusturulan skor grafigine gore seker profili kullanildiginda bazi
ornekler kendi siniflari arasinda olmamakla beraber hasat sezonlari arasinda bir ayrim
gorilmektedir (Sekil 7a). ik hasat yili érnekleri grafigin sag tarafinda yer alirken ikinci yil
ornekleri genel olarak soldadir. Yikleme grafigine (Sekil 7b) gore sukroz ve glukoz ilk yil
ayrimina neden olan sekerlerdir. Sukroz ilk yil daha diglk konsantrasyonlardadir ve ikinci yil
ayriminin sebebi manitol, fruktoz ve manoz ise ikinci yil érneklerinde 6érnekleme periyodunda
daha duzenli bir sekilde dagilim gostermislerdir.

Sonug olarak seker profilinin zeytin tipine gére bir ayrim saglamadidi ancak hasat

yilinda ayrima neden oldugu gorulmugtur.
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Sekil 7. Erkence, Hurma ve Gemlik zeytinlerinin iki hasat yihnin 8 haftalik 6rnekleme

surecine ait seker profil verileri ile olusturulan PCA modelinin a) skor ve b) yukleme grafikleri

4.1.2. Zeytinlerin Organik Asit igerikleri

Hurma, Erkence ve Gemlik zeytinlerinin 2011/12 ve 2012/13 hasat yillarinin sekiz
haftalik drnekleme periyoduna ait organik asit igerikleri Tablo 6°da verilmistir. iki hasat yili igin
de baslica organik asit sitrik asittir. Sitrik asidin yani sira malik ve suksinik asitte zeytin
orneklerinde tespit edilmistir. Laktik asit sadece Gemlik tipi zeytinde ikinci hasat yilinin son
haftalarinda gértlmastr.

Gemlik tipi zeytinde ilk hasat yilinda sitrik asit yuksek konsantrasyonlarda (6907-
16412 mg/kg) tespit edilmistir. Tlrk zeytinleri ile ilgili bir calismada baslica organik asitin
malik asit oldugu bildirilirken (Ergénul ve Nergiz, 2010) baska bir ¢calismada ise Turkiye'nin

degisik yerlerinde yetisen zeytinlerde sitrik asitin ve onu takiben de suksinik asitin dnemli
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organik asitler oldugu rapor edilmistir (Arslan ve Ozcan, 2011). Hurma zeytininde malik asit,
ilk alti hafta bulunamamasina ragmen bu haftadan sonra konsantrasyon ylkselerek son
haftada en ylksek degerine (6390,7 mg/kg) ulasmistir. Suksinik asit, Hurma’da besinci
haftadan sonra tespit edilememistir. En yuksek suksinik asit seviyesi (47636 mg/kg)
Erkence’dedir. Asetik asit sadece Hurma zeytininde gdézlenmistir ancak besinci haftadan
sonra kaybolmustur.

ikinci hasat yilinda hemen hemen biitiin organik asitler ilk yila gére daha yiiksek
konsantrasyonlardadir. ilk yilda oldugu gibi, 26.055,9-86.098,7 mg/kg konsantrasyonu ile
Gemlik en yiiksek sitrik asit icerigine sahip olan zeytindir. ilk yilin aksine malik asit bitiin
ornekleme silrecinde tespit edilmistir ve bu organik asit Erkence’de daha yliksek (4.583,79-
12.935,2 mg/kg) diizeydedir. ikinci yil Erkence zeytininde suksinik asit gérilmemistir. Buna
ek olarak Hurma zeytininde de bu organik asit besinci haftadan sonra yok olmustur. Hasat
yillarina gore butin zeytinler icin toplam organik asit miktarlari Sekil 8'de gdsterilmistir.
Grafikten gorilecegi Uzere ikinci senenin toplam organik asit miktarlari tim zeytinler igin

genel olarak ilk yila gore daha yuksektir.
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Sekil 8. Hurma, Erkence ve Gemlik zeytinlerinin iki hasat yilinin sekiz haftalik érnekleme

surecinde toplam seker miktarlari

Organik asit verilerini zeytin tipi, hasat zamani ve hasat yilina gére degerlendirmek
amaci ile PCA kullaniimistir. ilk hasat yili organik asit verileri ile olusturulan PCA modeli igin
4 asal bilesen kullaniimistir ve R* degeri, bu model igin 0,99'dur. Sekil 9'daki skor grafiginden
gorulecegi Uzere ilk hasat yilinda zeytin tipine veya hasat zamanina bagh olarak bir ayrim

gorilmemistir.
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Tablo 6. Hurma, Erkence ve Gemlik zeytinlerinin iki hasat yilinin sekiz haftalik 6rnekleme sirecinde organik asit profilleri (mg/kg)

Zeytin Tipi  Sitrik A.  Malik A. Suksinik A. Laktik A. Asetik A. Zeytin Tipi  Sitrik A.  Malik A. Suksinik A.  Laktik A. Asetik A.
2011/12 2012/13
H11l 11546,2 te 3644,1 690,6 743,7 H21 34306,5 9651,3 1873 te te
H12 13402 te 103,4 te 39,3 H22 32140 7702,1 2223,1 te te
H13 9859,4 te 288,3 te 59,4 H23 46080,7 9644,5 2780 te te
H14 1170,4 te 403,6 te te H24 52511,7 5168,4 837,6 1989,4 2171,4
H15 1134,8 te 148,8 te 462,6 H25 27357,3 3549,5 1030,8 1850,7 1952,7
H16 7087,4 2655,4 te te te H26 27252,1 5088,2 te te te
H17 13145,2 6055,1 te te te H27 41919,8 111295 te te te
H18 1343,9 6390,7 te te te H28 23880,6 5519,2 373,7 te te
E11 8113,6 9701,5 te te te E21 38514,9  12935,2 te te te
E12 9715,7 7778,3 te te te E22 34925,3  10146,7 te te te
E13 8644,4 te 1300,4 te te E23 62574,9 9191,8 te te te
E14 10036 te 1612,1 te te E24 58357,9 9424,4 te te te
E15 11872,4 te 47636,7 te te E25 30521,5 4583,7 te te te
E16 12240,1 11077,6 te te te E26 36880,2 7183,5 te te te
E17 10932,4 15701,1 te te te E27 33711,4 337114 te te te
E18 131859 164328 te te te E28 39251,7 4666,8 te te te
G12 7071,6 15594,1 te te te G21 39145,1 6669,5 te te te
G13 12143,4  8996,2 te te te G22 26055,8 8243,2 te te te
G114 10091,8 te 2663,6 te te G23 73957,7 10667,3 te 19314 te
G15 15489 te 3541,3 te te G24 86098,6 9515,3 te 1392,2 te
G16 9294,5 15279,3 te te te G25 47637 7500,6 te 1020,2 te
G17 1387,6 9938,1 te te te G26 58393,2 6454,433 1424,2 2234,4 2526,6
G18 16412,8 12338,8 te te te G27 33768,1 5164803 1548,9 1182,5 te
G28 64755 4366,9 1837 te te

te: tespit edilemedi
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Sekil 9. Erkence, Hurma ve Gemlik zeytinlerinin 2011/12 hasat yilinin 8 haftalik 6rnekleme

surecine ait organik asit profil verileri ile olugturulan PCA modelinin skor grafigi

ikinci yil organik asit verileri icin PCA modeli 4 bilesenli ve 0,99 R? degerine sahiptir.
Skor grafigine (Sekil 10) gore ikinci yil i¢in de yine organik asit profili zeytin tipi veya hasat

zamanina gore bir ayrismaya yol agmamigtir.
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Sekil 10. Erkence, Hurma ve Gemlik zeytinlerinin 2012/13 hasat yilinin 8 haftalik érnekleme

surecine ait organik asit profil verileri ile olusturulan PCA modelinin skor grafigi
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Sekil 11. Erkence, Hurma ve Gemlik zeytinlerinin iki hasat yilinin 8 haftalik érnekleme

surecine ait organik asit profil verileri ile olusturulan PCA modelinin a) skor ve b) yukleme

grafikleri

Son olarak iki yil organik asit verileri birlikte kullanilarak 4 bilesenli R* degeri 0,99 olan
bir model olusturulmustur. Skor grafigine (Sekil 11a) gore hasat yilina (2011/12 ve 2012/13)
gbre iyi bir ayrim gérulmustdr. ilk yila ait 6rneklerin gogu grafigin sol tarafinda yer almigtir. ilk
yil 6rnekleri daha birbirine yakin dururken ikinci yila ait érnekleri grafik Uzerine daha genis bir

sekilde yayilmistir. Bagka bir calismada yine organik asit konsantrasyonunun Turk
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zeytinlerinin hasat yili bazinda ayrima neden oldugu bildiriimistir (Arslan ve Ozcan, 2011).
Yukleme grafigine (Sekil 11b) gbére malik ve suksinik asitler ilk yil igin farkhlastirici
parametrelerdir. Malik asit ikinci yil batin 6rnekleme periyodunda tespit edilmisken ilk yil
zeytin tipine bagli olarak haftalar arasi var-yok seklinde bir profil izlemistir. Sonug olarak
organik asit profili zeytin tipi agisindan bir farkhlik gostermezken hasat yili ayrigmayi

saglayan 6nemli bir parametredir.

4.1.3. Zeytinlerin Toplam Fenol igerikleri

Ug zeytin tipinin toplam fenol igerikleri Tablo 7 ve 8de listelenmistir. Erkence tipi
zeytinin  toplam fenol icerigi 2011/12 hasat yilinda 504,7-1.230,4 mg GAE/100g
araligindayken 2012/13 yilinda ayni deger 335,9-664,8 mg GAE/100 g’dir. Hurma igin ayni
degerler ilk yil 337,7-649,6 mg GAE/100g ve ikinci yil 29,2-468,2 mg GAE/100g araliginda
degismistir. Gemlik icin ise toplam fenol icerigi 2011/12 ve 2012/13 yillarinda sirasi ile
416,8-701,9 mg GAE/100g ve 103,2-452,4 mg GAE/100g olmustur. Genel olarak iki hasat
yiinda da Erkence en yliksek toplam fenol icerijine sahip olan zeytin iken Hurma ayni
varyeteden olmasina ragmen en disuk toplam fenoli igerir. Bu iki tip arasinda toplam fenol
icerigindeki fark dogal tathlasma isleminden kaynaklanmaktadir. Tunus’a has dalinda tatlisan
Dhokar zeytini de (508-768 mg GAE/100g) ayni bolgede yetisen normal bir zeytin tlrine
(508-768 mg GAE/100g) gore daha dusik seviyede toplam fenol icermektedir (Jemai vd.,
2009) ve arastirmacilar Dhokar'in dusuk fenol igerigini bu zeytinin tatli karakterine
atfetmislerdir.

Olgunlasma slrecinde toplam fenol igerigi haftalara gére inigli ¢ikish bir grafik
sergilemistir. Genellikle ikinci ile besinci hafta arasinda bir disls varken bundan sonraki
haftalarda artis olmustur. Bu inigli ¢ikish stre¢ baska calismalarda da gézlenmistir (Morello
vd., 2004).
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Tablo 7. Hurma, Erkence ve Gemlik zeytinlerinin 2011/12 hasat yilinin sekiz haftalik 6rnekleme sirecinde toplam fenol icerigi (mg/100 g) ve

fenol profilleri (mg/kg)

Zeytin tipi TPC OLE HYT TY API VER RTN L-7-Glu LTLN QUE o-cou p-cou FA VA CA VN
H11 560,40 527,63 2013,44 17,49 10264,62 517,20 9,571 709,97 36,36 18,6 61,41 0,59 te 216 24 0,79
H12 649,64 786,15 2722,70 36,90 1022,18 66,37 12,99 84,071 34,20 23,2 118,9 0,70 0,56 3,01 2,37 161
H13 523,26 1166,89 1424,46 18,68 297,04 54,05 10,03 128,85 te 35,12 122,78 1,05 te 2,06 3,87 te
H14 412,68 87,701 3357,91 11,56 1727,42 81,92 te 123,80 4,98 te 126,61 te 0,81 3,03 te 1,88
H15 337,68 te 827,59 te 377,30 57,20 te 7,49 te te te 5,09 te 3,49 4,44 te
H16 533,97 103,71 1602,36 52,51 15502,65 519,73 9,56 189,07 72,98 3596 16,09 1,99 231,72 5,74 1,65 4,57
H17 579,68 753,07 4104,61 73,10 8003,25 1995,76 21,21 334,76 te 50,40 23,34 3,86 282,28 10,72 2,14 4,27
H18 644,63 241,91 3239,12 32,53 5561,70 391,08 24,88 532,48 te 4751 47,82 3,08 te 941 te 2,29
Ell 518,43 1388,21 1001,16 14,94 3993,86 258,75 12,23 167,92 69,50 26,18 103,98 te te te 2,98 te
E12 518,02 1265,98 1627,43 24,19 1270,94 31,024 13,75 141,59 98,41 27,66 170,52 1,45 te 493 3,03 te
E13 526,22 625,70 2222,26 30,42 1391,48 39,24 59,50 63,43 te 33,73 12,51 te te 11,52 2,85 te
El4 520,95 137,99 497,86 0,94 990,58 14,52 te 22,13 109,30 17,56 te te te 3,43 1,48 te
E15 504,69 470,90 471,66 11,03 1673,20 40,32 13,13 56,83 95,02 12,54 30,48 291 te 3,63 2,11 te
E16 900,69 329,34 2011,45 29,03 15454,53 312,87 14,99 1387,22 168,42 37,88 74,07 1,9 te te 1,41 2,07
E17 691,32 608,61 1281,41 19,14 9804,94 566,54 29,23 1833,21 351,19 95,63 143,82 2,3 te 261 2,7 217
E18 1230,4 705,14 876,30 12,36 4443,14 42494 29,53 2207,42 252,29 63,11 203,62 2,85 te 1,5 212 1,74
G12 544,61 4786,76 3070,73 te 4788,42 594,30 te 78,70 te te 135,07 te te te te te
G13 452,33 2057,32 5399,42 te 2030,05 700,34 56,84 239,38 154,24 te 111,69 te 4,33 te te te
G114 637,10 294,53 6596,22 te 1835,13 66,63 24,77 133,99 171,68 te 107,23 te 5,63 7,95 te 11,5
G15 416,78 te 2277,51 te 2704,81 35,45 0,16 85,43 167,16 te 31,67 1,19 0,87 514 te te
G16 806,88 683,95 3803,16 17,36 24689,41 473,78 22,11 619,82 298,15 152,08 132,75 4,39 te 3,66 te 2,13
G17 524,48 237,300 3704,21 6,99 22139,33 689,24 19,59 957,05 128,93 30,9 112,54 3,24 te 2,37 1,53 1,07
G18 701,84 307,42 8183,35 17,09 31838,78 1942,04 74,96 1081,14 te te 116,46 7,24 te te 9,563 te

TPC: toplam fenol igerigi, OLE: oleuropein, HYT: hidroksityrosol, TY: tyrosol, APl:apigenin, VER: verbaskozit, RTN:rutin, L-7-Glu:luteolin-7-
glukozit, LTLN:luteolin, QUE:kuersetin-3-glukozit, o-cou:o-kumarik asit, p-cou:p-kumarik asit, FA: ferulik asit, VA:vanilik asit, CA:kafeik asit,
VN:vanillin.
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Tablo 8. Hurma, Erkence ve Gemlik zeytinlerinin 2012/13 hasat yilinin sekiz haftalik 6rnekleme sirecinde toplam fenol igerigi (mg/100 g) ve

fenol profilleri (mg/kg)

Zeytin tipi  TPC OLE HYT TY API VER RTN L-7-Glu LTLN QUE o-cou p-cou FA VA CA VN
H21 208,36 780,76 61,83 te 1251,18 76,7 33,64 22,28 te te 8,26 te 12,02 11,03 te te
H22 344,34 190,94 2255 te 539,02 10,81 28,9 7,87 te te 3,13 te te 5,03 te 0,43
H23 73,89 60,28 33,39 te 378,71 te te 9,56 te te 084 032 51 te te te
H24 29,21 291,09 105,61 7,55 906,06 39,89 7,78 39,28 te te 1,09 1,02 296 te 4,41 te
H25 245,56 te 29,5 te 552,43 te 3,53 9,06 te te te te te te 0,02 te
H26 152,11 te te te te te te te te te te te te te te te
H27 160,95 145,34 75,34 554 58526 17,17 8,57 65,29 te te 0,76 021 6,14 6,49 1,15 te
H28 159,09 17,9 7,17 te 714,23 te te te te te te te te 3,52 te te
E21 335,88 1490,37 101,51 10,95 929,82 29,91 61,84 21,73 1,03 te 945 0,49 4,63 9,03 te 1,14
E22 359,17 505,48 126,92 13,19 1229,2 34,77 21,19 46,06 0,95 te 6,56 0,27 4,18 35 te te
E23 535,66 431,9 116,45 13,17 1641,2 16,75 15,14 54,24 2,76 te 0,42 2,34 503 293 502 te
E24 518,32 307,2 123,31 10,83 14125 43,73 19,95 34,26 1,19 te te 785 6,66 351 264 043
E25 519,82 126,38 24,11 1,78 946,92 19,16 11,85 12,45 0,64 te 049 291 1,7 2 1,84 te
E26 347,00 334,58 78,58 24,7 1222,1 75,16 17,15 25,99 13,32 te 1,73 1,60 11,01 7858 2,39 1,38
E27 664,81 139,11 79,39 5,12 920,2 11,07 8,11 39,07 te te 597 3,77 199 205 1 0,15
E28 514,07 58,66 97,33 28,03 1211,1 80,42 30,28 21,33 56,23 te 802 036 837 243 189 te
G21 343,29 242,32 118,05 7,53 634,36 8857 34,76 13,55 39,22 te 6,54 045 14,73 3,96 te 0,41
G22 411,37 751,48 484,79 10,07 1615,7 160,85 22,32 90,50 te te 266 093 33,11 195 te te
G23 24492 166,65 427,43 te 981,71 47,1 12,75 37,64 1,33 te 091 0,38 8,06 212 212 te
G24 229,63 280,47 616,73 5,66 1420,9 194,56 24,62 28,68 te te 1,84 0,69 10,05 2,38 te 0,07
G25 242,80 456,82 346,14 8,42 888,65 110,62 15,09 41,79 te te te 0,66 1553 4,31 te 0,61
G26 103,19 163,24 374,06 2,65 69454 37,16 6,51 22,31 te te 0,72 0,19 1593 8,18 te te
G27 452,36 385,87 424,92 565 838,93 105 10,78 49,94 te te 391 0,33 8,13 3,04 te 0,53
G28 228,39 290,94 288,62 te 701,73 37,6 414 8,14 te te te 0,5 4,14 te te te

TPC: toplam fenol igerigi, OLE: oleuropein, HYT: hidroksityrosol, TY: tyrosol, APl:apigenin, VER: verbaskozit, RTN:rutin, L-7-Glu:luteolin-7-
glukozit, LTLN:luteolin, QUE:kuersetin-3-glukozit, o-cou:o-kumarik asit, p-cou:p-kumarik asit, FA: ferulik asit, VA:vanilik asit, CA:kafeik asit,
VN:vanillin.
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ikinci hasat yilinda (i¢ zeytin tipinin de toplam fenol igerikleri ilk hasat yilina gére daha
dusuk olmustur. Hasat yilina bagh olarak toplam fenol igerigindeki degisim zeytinyadi icin
literatlrde cesitli defalar bildirilmistir (Ocakoglu vd., 2009; Alkan vd., 2012). Bu g¢alismada
incelenen zeytinler icin miktarlar yillara gore farklilik gostermekle beraber Erkence en ylksek
ve Hurma en dusuk fenol icerigine sahip olan zeytinler olarak seyir iki yilda da ayni
sekildedir.

ANOVA, zeytin tipinin, hasat zamaninin ve hasat yilinin toplam fenol igeridi Uzerinde
etkisini belirlemek amaci ile kullaniimistir. Sonuglar Tablo 9’da verilmistir. Bu analize goére
biitiin faktdrler ve onlarin etkilesimleri 6nemlidir ve modelin R? degderi %91,7'dir. Buna gére

toplam fenol igerigi zeytin tipinden, hasat zamanindan ve hasat yilindan etkilenmektedir.

Tablo 9. Hurma, Erkence ve Gemlik zeytinlerinin toplam fenol igerigi verileri icin ANOVA

tablosu

Kaynak DF Seq SS AdjSS AdjMS F P
Zeytin tipi 2 1412364 1412364 706182 102,43 0,00
Hasat yili 1 2802655 2802655 2802655 406,50 0,00
Hasat zamani 7 684942 684942 97849 14,19 0,00
Z. tipi*H. yil 2 116157 116157 58079 8,42 0,00
Z. tipi*H. zamani 14 690419 690419 49316 7,15 0,00
H. yili*H. zamani 7 918877 918877 131268 19,04 0,00
Z. tipi*H. yi*H. zamani 14 685990 685990 48999 7,11 0,00
Hata 96 661878 661878 6895

Toplam 143 7973283

4.1.4. Zeytinlerin Fenol Profilleri

Hurma, Erkence ve Gemlik zeytinlerinin iki hasat yillina ait ve sekiz haftalik
olgunlasma suresince fenol profilleri Tablo 7 ve 8de sunulmustur. Tablolardan da goérilecegi
uzere kuersetin-3-glukozit, butun zeytin tipleri igin ilk hasat yilinda tespit edilen ancak ikinci
yilda rastlanmayan tek fenoldir. Buna ek olarak, luteolin ilk yil Hurma ve Gemlik érneklerinde
bulunurken ikinci yil Hurma’da tespit edilememis ve Gemlik’de sadece ilk Ug¢ haftada
rastlanmistir.

Zeytin tipleri, hasat zamani ve hasat yillari arasindaki farkliliklari gérmek amaci ile
cok degigkenli bir analiz teknigi olan PCA uygulanmis ve bu analize hem toplam fenol icerigi
hem de fenol profil verileri dahil edilmistir. Olusturulan modellerin R? degerleri cok yiilksek

olmamasina ragmen PCA grafikleri yine de parametrelerin etkilerini géstermek agisindan
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yararlidirlar. Bu tur bir veri analizi olmadan bu kadar cok sayida veriyi ayni zamanda

degerlendirerek bir sonuca ulasmak daha zor bir yaklagimdir.
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Sekil 12. Erkence, Hurma ve Gemlik zeytinlerinin iki hasat yilinin 8 haftalik érnekleme

surecine ait fenol profil verileri ile olusturulan PCA modelinin a) skor ve b) yukleme grafikleri

iki senenin de verileri kullanilan PCA ile 2 asal bilesene sahip R? degeri 0,48 olan bir

model elde edilmistir. Bu model i¢in skor grafigi Sekil 12a’da verilmistir. Bu grafige goére iki
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hasat yili arasinda fenol profili agisindan bir farkhlik gérilmistir (ilk hasat yilinin besinci
haftasina ait Hurma o6rnegi disinda). 2011/12 sezonunun ilk bes hafta érnekleri 2012/13
drneklerine daha yakin durmaktadirlar. ilk yilin daha sonraki haftalari (6-8) digerlerinden
tamamen ayrik bir vaziyette ve grafigin sag kisminda yer almaktadir. Genel olarak, vanilik
asit disindaki tum fenoller, 2011/12 sezonunda daha ylksek konsantrasyonlardadir. Bu
nedenle de bu fenoller skor grafiginde sag cephede bulunan ilk yil érnekleri ile ayni tarafta
yani yukleme grafiginin (Sekil 12b) sag tarafinda yer alirlar ve bunlar ilk yil 6rneklerini
ayrilmasina neden olan fenollerdir.

Zeytin tipleri arasindaki farkliliklari daha iyi anlamak amaci ile hasat yili verileri ayri
ayri PCA ile degerlendirilmistir. ilk yil icin skor ve yiikleme grafikleri Sekil 13’de sunulmustur.
ilk yil modeli 2 bilesenlidir ve R? degeri 0,46°dir. Skor grafigi (Sekil 13a), ilk bes haftada
zeytin tipleri arasinda pek bir farklilik olmadigini géstermektedir. Ancak ilk bes hafta ile son
Uc hafta ise birbirinden tamamen ayrismaktadir. Aslinda bu son ¢ hafta zeytin hasatinin
cogunun yapildigi zamandir. Yukleme grafigine (Sekil 13b) gore oleuropein ve vanilik asit
erken hasat donemini daha sonraki donemden ayiran fenoller olarak goérilmektedir. Erken
hasat érneklerinin oleuropein ve vanillik asit icerikleri daha ge¢ doneme goére daha ylksektir.
Son U¢ haftanin Orneklerinin de zeytin tiplerine gore ayrildiklari goérulebilir. Erkence skor
grafiginin sag alt dérdininde ve Hurma’da sag ust dérdinunde yer almaktadir.

Gemlik zeytini, diger tiplere gore ilk yilin son U¢ haftasinda yuksek hidroksityrosol
(3.704,2-8.183,3 mg/kg) ve apigenin (22.139,3-31.838,7 mg/kg) icerigine sahiptir. Genel
olarak o6rnekleme periyodunda Erkence’nin oleuropein igerigi (1.379-1.388,2 mg/kg)
Hurma'ya (0-1.166,9 mg/kg) gore daha yuksektir. Yikleme grafigine (Sekil 13b) gére luteolin,
o-kumarik asit, luteolin-7-glukozit ve toplam fenol icerigi Erkence’yi ayiran parametrelerdir.
Erkence en ylksek toplam fenol igerigine sahip olan zeytindir ve luteolin konsantrasyonu da
(168,4-351,2 mg/kg) son U¢ hafta bu zeytinde yuksektir. Hurma zeytininin vanilin, ferulik asit

ve tyrosol igerigi son Ug¢ haftada bu zeytini digerlerinden ayiran parametrelerdir.
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b)

Sekil 13. Erkence, Hurma ve Gemlik zeytinlerinin 2011/12 hasat yilinin 8 haftalik érnekleme

surecine ait fenol profil verileri ile olusturulan PCA modelinin a) skor ve b) yukleme grafikleri

genel olarak azalan bir grafik sergilemistir. Bu inisli ¢ikislh durum baska arastirmacilar
tarafindan da goézlenmistir (Dagdelen vd., 2012). Bu tip bir gidisat literatirde bulunan bir

calismada cikarilan sonugla agiklanabilir; fenoller, olgunlagsma sirasinda ihtiyaca goére
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LiteratUrde bildirildigi Uzere, haftalar arasi inisler gikislar olmasina ragmen oleuropein




devamli olarak salginlamaktadirlar (Menz ve Vriesekoop, 2010). Fenoller, bitkiler tarafindan
uretilen ikincil metabolitler ve bitkilerin savunma mekanizmalarinin bir pargasi olduklari igin
cevre veya diger kosullara bagli olarak ihtiya¢ halinde salgilanirlar. Bu nedenle de miktarlari

zaman zaman artis zaman zaman ise dusus gosterebilir.
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Sekil 14. Erkence, Hurma ve Gemlik zeytinlerinin 2012/13 hasat yilinin 8 haftalik érnekleme

surecine ait fenol profil verileri ile olusturulan PCA modelinin a) skor ve b) yukleme grafikleri

39



ilk hasat yili Hurma drneklerinde oleuropeinin diisiis seyrinde ¢ok belirgin olmamakla
beraber yine de bir azalmadan sz edilebilir. Dalinda tatlilasan Dhokar ve normal bir zeytin
tipi olan Chemlali ile ilgili bir calismada bu iki tip zeytin igin oleuropein miktarinda belirgin bir
dusus ve hidroksityrosol konsantrasyonunda da olgunlasmayla beraber bir artis gértlmastir
(Jemai vd., 2009). Oleuropein miktari Dhokar icin belirlenemeyecek seviyelere inerken
Chemlali'de belirli bir dizeyde kalmistir. Benzer bir seyir oleuropein igin bu ¢alisma da
gOzlemlenmisken hidroksityrosolda ki artis Hurma veya diger zeytinlerde gorulmemigtir.
Genel olarak dalinda talilagsma olayi ile ilgili calismalar oleuropeinin zeytine acilik veren bir
fenol olmasi nedeniyle bu fenol Uzerinde yogunlasmistir. Ancak bu calismada gorilecegi
Uzere sadece oleuropein degil hemen hemen diger butin fenollerde bu dogal tatlilasma
olayindan etkilenmektedirler. Bu gézlem Hurma’'nin daha disuk olan toplam fenol icerigi ile
de dogrulanmaktadir. Diger arastirmacilar tarafindan belirtildigi Gzere fenol bilesiklerindeki bu
degisimlerin nedeni B-glukosidaz ve esteraz enzimlerin aktiviteleri ile iliskilendirilebilir (Jemai
vd., 2009).

4.1.5. Zeytinlerin Yag igerikleri

Uc zeytin tipi icin hasat yilina ve zamanina bagli olarak yag icerikleri Tablo 10'da
verilmistir. Yag miktari zeytin tipine, hasat zamanina ve yilina gore farkliliklar gdstermistir. ilk
hasat yilinda daha yiksek yag oranlari %14,57-61,71 aralhidinda olmak Uzere Hurma
zeytininde gézlemlenmistir. ilk hasat yilinda Erkence’nin yag orani %17,07-65,92 olarak
degismekte iken Gemlik igin bu oran %12,11-66,82 olmustur.

Genel olarak ikinci yilda yag oranlari ilk yila goére oldukca diisiik olmustur. ikinci yil
Gemlik i¢in %29,24-58,75 oranlarinda ve diger ¢esitlere gére daha ylksek oranda yag orani
bulunmaktadir. 2012/13 hasat yilinda Erkence ve Hurma’nin yag oranlar sirasi ile %15,25-
31,04 ve %19,63-46,65 araliginda degismektedir.
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Tablo 10. Hurma, Erkence ve Gemlik zeytinlerinin iki hasat yilinin sekiz haftalik érnekleme

surecinde yag icerikleri

Yag igerigi Yag igerigi Yag igerigi
Hurma (%) Erkence (%) Gemlik (%)
2011/12
H11l 34,91 E1ll 28,77 Gl1 12,11
H12 14,57 E12 17,07 G12 48,59
H13 41,37 E13 13,68 G13 39,17
H14 43,99 E14 44,21 Gl14 59,49
H15 49,91 E15 37,98 G15 40,59
H16 61,52 E16 51,16 G16 66,82
H17 61,71 E17 62,61 G117 64,94
H18 47,46 E18 65,92 G18 63,94
2012/13
H21 31,04 E21 30,1 G21 39,22
H22 28,46 E22 26,53 G22 58,75
H23 27,43 E23 46,65 G23 51,91
H24 37,52 E24 21,16 G24 58,53
H25 21,64 E25 19,64 G25 40,17
H26 16,21 E26 25,79 G26 29,24
H27 15,25 E27 39,56 G27 50,98
H28 19,17 E28 28,03 G28 44,83

4.1.6. Zeytinlerin Yag Asidi Profilleri

Hurma, Erkence ve Gemlik zeytinleri icin hasat zamanina ve yilina baglh olarak yag
asidi profilleri Tablo 11 ve 12'de sunulmustur. iki hasat yili icin biitiin zeytin tiplerinde,
beklendigi sekilde oleik asit (18:1n9) baslica yag asididir. Onceki ¢alismalarda olgunlasma
surecinde oleik asit igeriginin arttigi gérilmustir (Issaoui vd., 2008). Ancak, bu calismada
lineer bir artis egilimi G¢ tip zeytin icinde gdézlemlenmemistir. Ayrica ikinci sezona ait
orneklerde oleik asit igeridi ilkk sezona gbre daha dusuktr.

Tablo 11'de godrulebilecegi gibi 2011/12 hasat yilinda oleik asit orani Hurma
zeytininde en yuksek degere (%66,85) ucunclu haftada ulagirken 2012/13 hasat yilinda en
yiksek deger %64,95 olarak altinci haftada tespit edilmigtir. ilk yil oleik asit oranlarinin en
cok oldugu zeytin Erkence’dir ve bu oran %68,75-71,83 araliginda degismektedir. Bununla
beraber ikinci yil oran %60,5-66,82 araligina diusmektedir. Gemlik’te iki yilda da benzer
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oranlarda oleik asit tespit edilmistir ve bu oranlar ilk ve ikinci yil igin sirasi ile %61,86-65,87
ve %63,05-66,79 aralijinda olmustur.

Palmitik asit (16:0) yiiksek oranlarda bulunan diger bir yag asididir. ilk hasat yilinda
palmitik asit Gemlik érneklerinde %8,55-18,94 araliginda tespit edilmistir. Erkence ¢esidinde
ise bu yag asidinin orani 6rnekleme surecinde %13,81’den %11’e dusmustur. Bu tur bir
dusus egilimine baska calismalarda da rastlanmistir (Beltran vd., 2004; Ayton vd., 2007;
Manai vd., 2007). Hurma da palmitik asit oranlari ilk yil %14,17-15,94 araliginda iken ayni
oran ikinci yil %12,55-14,28 olarak degismistir.

iki hasat yili igin de linoleik asitin (18:2n6) en yiiksek konsantrasyonlarda oldugu
zeytin Hurma'’dir. Hurma’nin ilk yil en yuksek linoleik asit orani %17,19 iken ikinci yil bu oran
%22,47 olmustur. Tath Dhokar tiriinde de linoleik asit icerigi (%22,29) diger zeytin gesitlerine
gbre daha yuksektir (Rigane vd., 2013). Gemlik zeytininde ilk sezon linoleik asit,
orneklemenin son u¢ haftasinda artis gostererek son hafta en ylksek degerine (%15,97)
ulasmistir. Ancak ikinci sezon bu yag asidi, érnekleme slresince artis gostermistir (%11,78-
16,11). Erkence’de ise ilk yilin ilk dort haftasi linoleik asit icerigi hemen hemen ayni kalmis ve
daha sonra dusiis gostermistir. ikinci yilda ise ilk haftalarda daha yiiksek oranlarda (%18,25)
linoleik asit tespit edilmis daha sonra bu oran azalarak en disuk seviyeye (%13,56) altinci
haftada ulagsmistir.

Stearik asit (18:0), bltlin zeytinlerde %1,66-4,39 gibi daha dlslk oranlarda
bulunmaktadir. Tablo 11 ve 12’den gérilebilecegi gibi palmitoleik (16:1n7), linolenik (18:3n3),
linoleadik (18:2n6t), behenik (22:0), arakidik (20:4n6), lignoceric (24:0), heptadecanoic
(17:0), nervoik (24:1), cis-11-eicosanoic (20:1) asitler daha dusuk oranlarda iki hasat yilinda

da bulunmustur. Cis-10-heptadecanic asit (17:1) ise sadece ikinci yil tespit edilmigstir.
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Tablo 11. Hurma, Erkence ve Gemlik zeytinlerinin 2011/12 hasat yilinin sekiz haftalik 6rnekleme sirecinde yag asidi profilleri (%)

Zeytin tipi C16:0 Ci16:1 C17:0 C18:0 C18:1n9c C18:2n6c C18:3n3 (C18:2n6t C20:0 C20:1 C20:4n6 C20:5n3 C22:0 C24:0 C24:1

H11 1464 0,77 0,12 2,72 62,80 17,01 0,30 0,038 0,41 0,85 0,037 0,11 te 0,07 te
H12 15,32 0,9 0,11 2,67 60,38 18,04 0,28 te 0,42 0,86 0,034 0,37 0,11 0,06 0,04
H13 14,17 0,75 0,14 2,96 66,85 19,97 0,33 te 0,47 0,87 0,042 0,43 0,25 0,06 te
H14 13,59 0,66 0,12 3,01 64,19 16,25 0,31 0,014 0,47 0,80 0,036 0,25 0,13 0,06 te
H15 159 1,19 0,13 3,01 62,80 14,78 0,27 te 0,46 0,67 0,034 0,27 0,12 0,05 te
H16 14,68 0,55 te 2,62 66,53 15,038 te te te 0,55 te te te te te
H17 149 0,64 te 2,85 63,63 16,97 te te 0,37 0,69 te te te te te
H18 15,43 0,66 te 3,09 62,85 17,19 te te te 0,66 te te te te te
Ell 13,81 0,58 0,14 2,65 66,50 14,29 0,30 0,042 0,43 0,74 0,046 0,08 0,15 0,05 0,02
E12 13,53 0,58 0,13 2,74 66,38 14,17 0,32 te 0,45 0,65 0,069 0,19 0,11 0,08 0,20
E13 13,89 0,55 0,16 3,07 65,78 14,37 0,29 te 0,37 0,62 te te 0,10 0,07 0,45
E14 12,13 047 0,14 2,62 68,59 14,15 0,30 0,051 0,41 0,69 0,023 0,11 0,11 0,24 0,037
E15 12,34 050 0,15 2,63 69,01 13,43 0,32 0,04 0,41 0,67 0,024 0,064 0,11 0,06 0,044
E16 11,60 0,27 te 2,66 71,82 12,80 te te 0,30 0,58 te te te te te
E17 11 0,34 te 2,86 72 13 te te 0,30 0,51 te te te te te
E18 11,81 0,38 0,12 2,33 70,59 13,58 0,20 te 0,30 0,58 te te 0,09 te te
G12 16,79 1,17 0,12 3,33 61,86 12,87 0,20 te 0,48 0,59 te te te te te
G13 16,79 1,40 0,12 291 63,90 13,43 0,26 te 0,41 0,59 te te 0,11 te te
Gl14 15,70 1,28 0,12 2,82 65,86 12,78 0,26 te 0,43 0,59 te te 0,11 0,09 te
G15 855 1,17 0,11 3,16 65,33 12,79 0,25 te 0,46 0,54 te 0,14 0,11 te te
G16 1556 0,99 0,10 3,60 64,80 13,62 0,18 te 0,41 0,51 te te 0,08 0,03 te
G17 15,88 1,24 0,09 2,27 64,59 14,57 0,23 te 0,32 0,549 te te 0,08 0,03 te
G18 1548 0,95 0,01 2,67 63,89 15,97 0,2 te 0,56 0,55 te te 0,07 0,03 te

te: tespit edilemedi
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Tablo 12. Hurma, Erkence ve Gemlik zeytinlerinin 2011/12 hasat yilinin sekiz haftalik 6rnekleme sirecinde yag asidi profilleri (%)

Zeytin tipi Cl16:0 Ci6:1 C17:0 Ci17:1 C18:0 C18:1n9c C18:2n6c C18:3n3 C20:0 C20:4n6 C20:1 C21:0 C22:0 C24:.0

H21 14,28 0,53 0,20 0,16 4,39 61,012 17,64 0,24 0,36 0,39 0,65 te 0,14 0,058
H22 13,84 0,55 0,21 0,22 3,7 62,82 17,24 0,23 0,31 0,16 0,56 te 0,14 te
H23 13,65 0,53 0,17 0,35 2,76 60,66 19,99 0,21 0,41 0,23 0,64 te 0,38 0,063
H24 13,76 0,46 0,27 0,42 2,75 60,30 20,24 0,31 0,31 0,38 0,61 0,013 0,13 0,046
H25 12,7 0,44 0,18 0,27 2,30 63,32 18,36 0,24 0,35 0,29 0,69 0,14 te te
H26 12,28 0,46 0,19 0,54 3,15 64,95 16,99 0,22 0,33 0,50 0,61 0,06 te te
H27 12,55 045 0,30 0,37 2,93 62,99 18,65 0,42 0,32 0,30 0,71 0,25 te te
H28 13,08 0,51 0,15 0,17 2,70 62,45 22,48 0,28 0,28 0,33 0,72 te te te
E21 13,68 0,49 0,21 0,20 2,46 62,50 18,28 0,21 0,32 0,38 0,57 te te te
E22 15,18 0,58 0,3 0,34 5,22 60,49 16,03 0,47 0,31 0,54 0,53 te te te
E23 12,59 0,57 0,31 0,38 2,69 66,81 15,02 0,23 0,33 0,29 0,6 te 0,28 te
E24 13,029 0,45 0,59 0,43 2,86 65,10 16,48 0,19 0,33 0,23 0,58 te te te
E25 12,96 0,46 0,21 0,23 2,57 66,36 15,7 0,21 0,34 0,245 0,54 te 0,32 te
E26 15,29 1,24 te te 2,42 63,24 13,56 0,16 0,34 0,36 0,47 te te te
E27 12,60 0,59 te 0,19 2,48 64,49 16,24 0,26 0,32 0,29 0,51 te te te
E28 12,57 0,489 0,19 0,36 2,48 64,17 16,10 0,21 0,32 0,33 0,51 te 0,36 te
G21 16,46 1,42 0,23 0,17 3,03 63,48 12,99 0,20 0,34 0,38 0,51 te 0,79 te
G22 16,66 1,46 0,10 0,08 2,65 64,37 12,26 0,48 0,33 0,65 0,46 te 0,47 te
G23 15,57 1,15 0,14 0,31 2,55 64,92 13,60 0,26 0,39 0,32 0,61 te 0,15 te
G24 16,24 1,35 0,12 0,22 1,67 64,30 14,34 0,28 0,32 0,36 0,62 te 0,15 te
G25 1569 1,25 0,26 0,17 2,48 64,01 14,28 0,30 0,35 0,47 0,56 te 0,14 te
G26 12,75 0,48 0,14 0,24 2,83 66,79 15,17 0,24 0,37 0,28 0,58 te 0,10 te
G27 14,63 1,18 0,20 0,29 2,34 66,63 11,78 0,22 0,35 0,28 0,51 te 0,13 te
G28 1542 1,10 0,12 0,21 2,39 63,05 16,10 0,21 0,35 0,32 0,54 te 0,17 te

te: tespit edilemedi
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Hurma zeytinlerin oleik asit/linoleik asit orantilarinin Erkence ve Gemlik turlerine gore
daha dusik oldugu goéralmastir (Sekil 15a). Buna ek olarak iki yilda da Hurma’nin linoleik
asit igerigi digerlerine goére daha yuksektir. Ayni sekilde bir egilim tath Dhokar zeytini i¢cinde
gozlenmistir (Rigane vd., 2013). Bu durum bitkilerde oleik asidin linoleik aside déntusmesini
katalize eden desaturase enzim aktivitesinin arttiginin bir goéstergesi olabilir. Ayrica, Hurma
icin diger =zeytinlere gore daha dusuk olan MUFA/PUFA orantisi da bu hipotezi
guglendirmektedir (Sekil 15b). Yag asidi desaturase enzimleri yad asitlerinde ¢ift bag
olusumunu katalize eden enzimlerdir ve desaturase enzimin yag asidi sentezindeki roltu Sekil
16’da gosterilmistir. Zeytinlerde dalinda aciligini yitirme ile ilgili bu sekilde bir bulguya ilk defa

bu ¢alisma ile ulasiimaktadir.

a)
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Sekil 15. Hurma, Erkence ve Gemlik zeytinlerinin iki hasat yilinda sekiz haftalik érnekleme
surecinde a) oleik asit/linoleik asit ve b) MUFA/PUFA orantilari
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Sekil 16. Bitkilerde yag asidi sentezi ve desaturase enziminin sentezdeki fonksiyonu

(www.sciendirect.com)

Zeytin tipleri, hasat zamani ve yili arasindaki farkiliklari gérmek amaciyla veri
analizinde PCA kullanilmistir. iki seneyi kapsayan yag asidi verileri ile olusturulan PCA
modeli 4 asal bilesenden olugmaktadir ve R* degeri ise 0,61'dir. Bu model icin skor ve
yukleme grafikleri Sekil 17°de sunulmustur. Skor grafigine (Sekil 17a) gore ilk ve ikinci hasat
yillar1 arasinda yag asidi kompozisyonu bakimindan ac¢ik bir ayrim gorulmektedir. Hurma
zeytinin ilk yiIl érneklerinden ilk bes haftaya ait olanlari grafigin sol alt dérdininde yer
almaktadir. ilk yihn son (¢ haftasinin drnekleri (6-8 hafta) digerlerinden tamamen ayrik
vaziyette sag st dérdiinde bulunmaktadir. ik yil érneklerinin oleik asit icerikleri daha yiiksek
oldugundan bu asit, ilk yil icin ayirici bir parametre olarak ylkleme grafiginin solunda yer
almaktadir (Sekil 17b). 2012/13 sezonu Gemlik zeytinleri daha ylksek palmitik asit
konsantrasyonuna sahiptir. Bu nedenle palmitik asit yukleme grafiginin saginda ve Gemlik

Ornekleri de yine skor grafiginin saginda bulunmaktadir.
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Sekil 17. Erkence, Hurma ve Gemlik zeytinlerinin iki hasat yilinin 8 haftalik érnekleme

surecine ait yag asidi profil verileri ile olusturulan PCA modelinin a) skor ve b) yikleme

grafikleri
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Zeytin tipleri arasindaki farkhliklari daha iyi anlamak icin farkl yillara ait yag asidi
verileri PCA ile ayri ayri da analiz edilmistir. ilk yil verileri ile olugturulan PCA modeli 3 asal
bilesene sahiptir ve R? bu model igin 0,68'dir. Elde edilen skor ve yiikleme grafikleri Sekil
18'de gosterilmigti. Gemlik ornekleri  ¢ogunlukla elipsoidin  merkezi gevresinde
bulunmaktadir. Yag asitleri profilleri agisindan Hurma ve Erkence ile Gemlik ve Erkence
arasinda cok acik bir ayrisma oldugu skor grafiginden gorulmektedir (Sekil 18a). Yukleme
grafigine (Sekil 18b) gdre palmitik, palmitoleik ve stearik asitler, Gemlik drneklerinin grafigin
merkezine yerlesmesine neden olan yag asitleridir. Gemlik ilk yilin butin o6rnekleme
surecinde s6zU edilen yag asitlerinin en yuksek oldugu zeytindir. Erkence’nin Hurma ve
Gemlik’ten ayrilmasina neden olan basglica yag asidi ise oleik asittir. Erkence’nin oleik asit
icerigi (%66,38-72,19) olgunlagsma sirasinda digerlerine goére daha ylksek olup zamanla
artarak yedinci haftada en yuksek degerine ulasmistir. Erkence’nin linolenik ve gondoik
(20:1n9) asit icerikleri de Gemlik 6rneklerine gore daha ¢oktur. Bundan dolayi bu yag asitleri
yiikleme grafiginde Hurma ve Erkence arasinda bulunmaktadir. ilk bes haftanin Hurma
ornekleri son ¢ haftadan ayrik durumdadir ¢linkii bu duruma neden olan eicosopentaenoik
(20:5n3) ve heneicosanoik (21:0) asitler 6rneklemenin daha erken bdéliminde bulunurken
daha sonra kaybolmaktadirlar. Hurma’nin digerlerinden ayrismasina neden olan baslica yag
asidi ise bu zeytinde daha yUksek miktarlarda (%14,79-18,45) goérllen linoleik asittir.

ikinci yilin yag asidi verileri ile elde edilen PCA modeli 2 bilesenle olusturulmus olup
R? degeri 0,48'dir. Ikinci yil icin PCA, zeytin tipleri arasinda daha iyi bir ayrim saglamistir
(Sekil 19a). ilk haftanin érnekleri disinda digerleri yag asidi profillerine gore zeytin tipine
bakarak birbirlerinden ayrilmiglardir. Erkence ve Gemlik &rneklerinin  bazilari kendi
gruplarindan biraz uzakta bulunmalarina ragmen bu tipler arasinda bir ayrim oldugu aciktir.
Yukleme grafigine gore (Sekil 19b) palmitik ve palmitoleik asitler, ilk yilda oldugu gibi ikinci
yilda da Gemlik icin ayirt edici yag asitleri olmuglardir. Hurma, diger zeytinlerden daha
yuksek stearik ve linoleik asit igerigine sahip olmasi nedeni ile farkhlasmaktadir. Hurma ilk
yilda da daha yuksek linoleik asit igerigine sahip olan zeytindir. Erkence ve Gemlik
orneklerinin ikinci yil oleik asit icerikleri benzer olmasi nedeni ile bu yad asidi, yukleme

grafiginde Erkence ve Gemlik arasinda yer almaktadir.
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Sekil 18. Erkence, Hurma ve Gemlik zeytinlerinin 2011/12 hasat yilinin 8 haftalik drnekleme

surecine ait fenol profil verileri ile olusturulan PCA modelinin a) skor ve b) yukleme grafikleri
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Sekil 19. Erkence, Hurma ve Gemlik zeytinlerinin 2012/13 hasat yilinin 8 haftalik érnekleme

surecine ait fenol profil verileri ile olusturulan PCA modelinin a) skor ve b) yukleme grafikleri
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Sonug olarak yag asidi profili zeytin tirlerine ve hasat yilina bagh olarak bir ayrim
saglamaktadir. Hurma digerlerinden &zellikle linoleik asit iceridi ile ayrilmaktadir ve buna
neden olarak da dalinda tathlasma sirecinde desaturase enziminin aktivitesinin artis

gOsterdigi dustnulmektedir.

4.1.7. Degisik Parametrelerin Kombinasyonu
Zeytin turleri arasindaki farkhliklari daha iyi anlayabilmek igin degisik parametreler
birlestirilerek PCA ile degerlendirilmigtir. Bu kombinasyonlar:
o seker profili+organik asit profili (Sekil 20a),
o seker profili+yag asidi profili (Sekil 20b),
o seker profili+organik asit profili+yagd asidi profili+fenol profili+ toplam fenol icerigi (Sekil
20c).

Bu analizlerin PCA skor grafikleri Sekil 20'de sunulmustur. PCA modelleri ile bilgiler
de yine bu grafiklerde verilmigtir. Skor grafiklerinden gérulebilecedi gibi bu kombinasyonlar
sadece hasat yilina gore bir ayrim saglamakta zeytin tipine goére ise bir farkhlasma elde
edilememektedir.
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Sekil 20. Erkence, Hurma ve Gemlik zeytinlerinin iki hasat yilinin 8 haftalik érnekleme
siirecine ait a) seker + organik asit (3 asal bilesen, R? = 0,64, b) seker+ yag asidi (4 asal
bilesen, R? = 0,61) ve c) seker + organik asit + yag asidi + fenol + toplam fenol verileri (3 asal

bilesen, R? = 0,41) ile olusturulan PCA modellerinin skor grafikleri
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4.2. Mikrobiyolojik Karakterizasyon

4.2.1. Mikrobiyolojik Sayim Sonuglar

iki hasat sezonunda olgunlasma dénemi boyunca toplanan Hurma, Erkence ve
Gemlik tipi zeytinlerin mikrobiyal florasinin incelenmesi sonucu elde edilen toplam canli,
maya ve Kkuf, Enterobacteriaceae sayilari Sekil 21-23 verilmistir. Hurma ve Gemlik
zeytinlerinin ve yapraklarinin ayrica zeytinliklerin hava érneklerine 2 yillik olgunlagsma donemi
boyunca elde edilen mikrobiyolojik analiz sonuglari Tablo 13-19°'da verilmistir.

Elde edilen sonuglara gére 2011 ve 2012 yillarindaki olgunlasma dénemi boyunca
toplanan Hurma zeytinin aerobik mezofilik toplam canli sayilari baslangicta 10%*
seviyesindedir. 2011 yilinda baslangictaki bu sayi olgunlasma siiresinin sonunda 10’
seviyesine ulasirken 2012 yilinda 10*° arasinda degismistir (Sekil 21). Genel olarak Gemlik
ve hurmalasmayan Erkence zeytinlerinin aerobik toplam canli sayilarinin Hurma zeytinin
aerobik toplam canli sayisina kiyasla daha dusuk oldugu saptanmistir.

Genel olarak Hurma zeytinde 2011 ve 2012 hasat yillarinda olgunlasma slrecinde kuf
ve maya sayllarinin paralellik gésterdigi gorilmektedir. Kif ve maya sayiminda kullanilan
farkli besiyerlerinin bu mikroorganizmalarin sayilarinin belirlenmesinde 6rnek tipine ve
ornekleme zamanina bagl olarak farklilik gésterdigi gérulmektedir (Sekil 24).

Erkence (hurmalasan ve hurmalasmayan) ve Gemlik zeytin ¢esitlerinin bahgelerinden
alinan hava Orneklerinde 2011 yilinda Enterobacteriaceae saptanmasina karsilik 2012
yilinda saptanmamistir. Ayrica 2012 yilinda olgunlasma dénemi boyunca aerobik toplam
canl sayisi kif ve maya sayisina yaklasik olarak esit sayillacak dizeylerde iken 2011 yilinda
aerobik toplam canli sayisi, maya ve kif sayisina kiyasla daha ylksek bulunmustur. Bu
sonu¢ 2012 yihinda Enterobacteriaceae saptanmamasini acgiklamaktadir. Maya ve kif
sayisinin daha yogunlukta oldugu 2012 yilinda bu mikroorganizmalarin Enterobacteriaceae
uzerindeki baskilayici etkisinin bir sonucu olabilir. Benzer durum Erkence ve Gemlik
zeytinlerinde ve bu zeytin c¢esgitlerinin yaprak 6rneklerinde de go6zlenmistir. Ancak bu
durumun aksine Hurma zeytinde Enterobacteriaceae iki hasat yilinda da saptanmistir.
Hurma zeytinde olgunlagsma surecinde baslangicta dusuk sayida olan Enterobacteriaceae
sayisi giderek artmig, sonugta elde edilen say! Erkence ve Gemlik zeytinlerine kiyasla daha
yuksek olmustur (Sekil 23).

Toplam canli sayisi Hurma ve Gemlik zeytinlerinin her ikisinde de artis géstermesine
karsilik Hurma zeytindeki canl sayisi Gemlik’e gore yaklasik olarak 2 log daha dusuktar.
Gemlik ve Hurma zeytinde kuf populasyonundaki artis paralellik géstermekle birlikte Hurma
zeytinde Enterobacteriaceae sayisi oldukga ylksek saptanmistir. Olgunlasma periyodunda
maya ve kif sayiminda kullanilan farkl besiyerlerinde gelisen ve izole edilen kuiflerin

morfolojileri acisindan farkliliklar gdsterdigi goériimustir (Sekil 24). Olgunlasma sirasinda
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Hurma zeytin yapraginda mikrobiyal populasyon 5-6 log;o arasinda degigirken Gemlik zeytin
yapraginda baslangi¢ta dusik olan (~2,5 logi) populasyon artis gdstererek ~6 logi
degerine ulagmistir (Tablo 18-19).

Hurma, Erkence ve Gemlik zeytinleri ile bu gesitlerin yapraklarinda segici/ayirt edici
besiyerlerinde gergeklestirilen plak sayim sonunda Pseudomonads, Staphylococci,

Micrococci ve Lactobacilli saptanamamistir (Tablo 13-15 ve 18-19).

Toplam Canli Sayisi

SE— " b :/k
j [~ W :

~ :
3 T - 2011
\?/ 1 - 2012

, i 1 1

log(CFU/g)

1 2 3 4 5 6 7 8

Ornekleme zamani (hafta)

Sekil 21. 2011-2012 hasat yillarinda olgunlagsma strecinde Hurma zeytinlerinin toplam canl

sayllarindaki degisim

Maya & Kiif Sayisi

=& PDA 2011
=— PDA 2012

log(CFU/g)
P
S_/

1 2 3 4 5 6 7 8

Ornekleme zamani (hafta)

Sekil 22. 2011-2012 hasat yillarinda olgunlasma surecinde Hurma zeytinlerinin maya ve kuf

sayllarindaki degisim (PDA besiyerinden elde edilen sayim sonuglari kullanimistir)
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Enterobacteriaceae Sayisi
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Sekil 23. 2011-2012 hasat yillarinda olgunlasma surecinde Hurma zeytinlerinin

Enterobacteriaceae sayilarindaki degisim
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Tablo 13. Hurma zeytinin mikrobiyolojik analiz (log CFU/g) sonuglar *

Mikrobiyal grup

2011

Toplam aerobik mezofilik

Kif ve Maya

PDA-2011
OA-2011
SDA-2011
CZA-2011
Enterobacteriaceae
Pseudomonads

Staphylococci
Micrococci
Lactobacilli
2012

Toplam aerobik mezofilik

Kuf ve Maya

PDA-2012
OA-2012
SDA-2012
CZA-2012
Enterobacteriaceae
Pseudomonads

Staphylococci
Micrococci

Lactobacilli

0
3.77+0.26%4

4.75£0.67%
3.32+0.13%%
2.46+0.79%,
3.26+0.05%;
<100 cfulg ®,
<100 cfulg
<100 cfulg

<10 cfu/g
0
3.30+1.30%%

3.15+1.50%,
3.52+1.52%,
3.690.79%
4.03+0.43%
<100 cfulg ®,
<100 cfulg
<100 cfu/g

<10 cfu/g

7
4.2611.86%

2.90+1.57%,
2.80+1.39%
3.39+1.08%,
3.83+0.55%
2.85+1.4%,
<100 cfulg
<100 cfulg

<10 cfulg
7
2.73+0.73%

4.4820.71°
5.07+0.44%
4.40+0.08™;
4.07+0.47%:
<100 cfu/g ®,
<100 cfulg
<100 cfulg

<10 cfulg

14
3.20+0.78%

3.31+0.58%,
3.48+0.63%
3.70+0.67%
4.12+1.18%
<100 cfu/g s
<100 cfulg
<100 cfulg

<10 cfulg
14
3.23+0.28%°,

3.39+0.09%
3.73+0.03%,
3.34+0.26%,
3.25+0.34%,
<100 cfu/g ®,
<100 cfulg
<100 cfulg

<10 cfulg

Ornekleme zamani (giin)

21
4.3242.25%,

4.0241.31%,
3.87+1.02%
3.93+1.78%%,
3.56+1.36%,
2.82+1.43%,
<100 cfu/g
<100 cfu/g

<10 cfulg
21
4.88+0.19°

5.01£0.09%
4.82+0.34%
4.73+0.26™%
4.72+0.42%
<100 cfu/g ®,
<100 cfu/g
<100 cfu/g

<10 cfulg

28
3.76+1.53%

3.750.95%,
4.09+1.03%,
3.62+1.44%,
4.09+1.11%,
3.29+1.47%,
<100 cfulg
<100 cfulg

<10 cfulg
28
4.68+0.68",

4.90+0.20",
4.88+0.28°%,
4.49+1.21%°,
4.10£0.90%,
3.67+1.67"
<100 cfulg
<100 cfulg

<10 cfulg

35
5.05+1.67%,

3.78+1.23%,
4.32+1.44%,
4.59+1.57%,
4.48+1.73%,
4.65+2.35%,
<100 cfulg
<100 cfulg

<10 cfulg
35
3.2240.22%,,

4.2320.46% %,
4.95+0.34%
5.09+0.05"
4.18+0.87%,
2.30+0.30",
<100 cfulg
<100 cfulg

<10 cfulg

42
4.20+2.00%,

4.52+2.28%,
3.74+1.63%,
4.68+2.35%,
4.462.14%,
3.11+1.93%,
<100 cfulg
<100 cfulg

<10 cfu/g
42
5.00%0.52°,

4.75%0.27",
4.68+0.38%,
5.88+0.19%
4.95+0.95%,
2.50+0.50",
<100 cfulg

<100 cfu/g

<10 cfulg

49
6.89+0.52%,

5.57+0.71%
6.30+1.42"
6.54+0.28",
6.45+1.12%,
4.95+2.76°,
<100 cfulg

<100 cfulg

<10 cfu/g
49
4.1610.26%

4.45+0.54™
4.12+0.34%,
4.21+0.26*%,
4.32+0.15%,
2.58+0.58",
<100 cfulg
<100 cfu/g

<10 cfulg

* Sonuglar ortalama olarak verilmigtir. Parantez icindeki degerler standart sapma degerleridir
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Tablo 14. Erkence zeytinin mikrobiyolojik analiz (log CFU/g) sonuglari*

Mikrobiyal grup

2011

Toplam aerobik mezofilik

Kuf ve Maya

PDA-2011

SDA-2011

CZA-2011
Enterobacteriaceae
Pseudomonads
Staphylococci & Micrococci

Lactobacilli
2012

Toplam aerobik mezofilik

Kif ve Maya

PDA-2012

SDA-2012

CZA-2012
Enterobacteriaceae
Pseudomonads

Staphylococci & Micrococci

Lactobacilli

Ornekleme zamani (giin)

0
4.0410.51%,

3.490.25%,
2.89+0.87%,
3.52+¢0.11%,
2.49+0.85%,
2.81%0.57",
<100 cfulg
<100 cfulg
<10 cfulg

0
2.20+0.34%

2.86+1.02%,

3.59+0.25%%,

2.96+0.63%s¢
4.1120.80%
<100 cfu/g a
<100 cfulg
<100 cfulg
<10 cfulg

7
2.85+0.49%,

2.62+0.55%
2.60+1.04%,
3.49+0.43%,
2.83+0.75%
<100 cfulg %,
<100 cfulg
<100 cfu/g
<10 cfulg

7
240 %,

2.47+0.67 %,
3.96+0.26"

2.84+1.20%,
2.88+0.83 %,

<100 cfu/g a
<100 cfulg
<100 cfulg
<10 cfulg

14
3.04+0.65°%,

3.590.65%,
3.3120.79%
3.47+0.42%,
3.380.36%,
2.63+1.92°
<100 cfulg
<100 cfu/g
<10 cfulg
14

2.15+0.21%

3.27+0.60 %
4.62+0.46°
2.57+0.81%%

2.84+1.20 %,

<100 cfu/g a
<100 cfulg
<100 cfulg
<10 cfulg

21
4.14+1.01%,

3.4411.28%,
3.65+1.43%,
3.80+1.57%,
4.11£1.89%
3.20+1.83°%
<100 cfulg
<100 cfulg
<10 cfulg
21
2.73+0.36 %,

2.500.70 %,
4.40£0.21%
2.15£0.21%,
2.3320.57%,
<100 cfu/g a
<100 cfulg
<100 cfulg
<10 cfu/g

28
2.65+0.52 %

2.49+0.35%;
3.01£0.18%,
3.39+0.39%,
3.05+0.16%
2.3520.39%,
<100 cfulg
<100 cfu/g
<10 cfulg

28
3.37+0.36%,

2.86+0.51%,
2.65+0.75%,
2.87+0.92%%
2.650.75%
<100 cfu/g a
<100 cfulg
<100 cfulg
<10 cfu/g

35
2.66+0.77 %,

2.96+0.69%
3.37+0.40%,
2.79+0.25%,
3.09+0.69%,
2.230.40%,
<100 cfulg
<100 cfulg
<10 cfulg

35
2.65+0.91 %

2.230.33 %
3.08+0.55%
2.38+0.12%;
2.1520.21%,
<100 cfu/g a
<100 cfulg
<100 cfulg
<10 cfu/g

42

42
2.38+0.55%,

3.59+0.73 %
3.32+0.02 %,
3.56+0.07%°;

2.8310.28%¢

<100 cfu/g a
<100 cfulg
<100 cfu/g
<10 cfu/g

49

49
3.96+2.77 %y

2.62+0.21%,
5.78+0.59°
4.3441.47%,
4.7241.42%,
<100 cfu/g a
<100 cfulg
<100 cfu/g
<10 cfu/g

* Sonuglar ortalama olarak verilmigtir. Parantez icindeki degerler standart sapma degerleridir
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Tablo 15. Gemlik zeytinin mikrobiyolojik analiz (log CFU/g) sonuglarr*

Mikrobiyal grup
2011
Toplam aerobik mezofilik
Kif ve Maya
PDA-2011
OA-2011
SDA-2011
CZA-2011
Enterobacteriaceae
Pseudomonads
Staphylococci & Micrococci
Lactobacilli
2012
Toplam aerobik mezofilik
Kif ve Maya
PDA-2012
OA-2012
SDA-2012
CZA-2012
Enterobacteriaceae
Pseudomonads
Staphylococci & Micrococci

Lactobacilli

Ornekleme zamani (giin)

0

0
2.23+0.23%,

3.80+0.10™
2.83+0.13%
5.02+0.02%
3.990.09"
<100 cfu/g a
<100 cfulg
<100 cfulg
<10 cfulg

7
2.15+0.15%

4.25+0.04%,

2.15+0.15%
2.23+0.23%,
2.30£0.30%,
2.15%0.15%
<100 cfulg
<100 cfulg
<10 cfu/g
7

2.80+0.10%°

3.75+0.15";

3.94+0.03"
3.88+0.11°%

2.97+0.02%,

<100 cfu/g a
<100 cfulg
<100 cfulg
<10 cfulg

14
2.23+0.23%,

3.58+0.11",
2.3410.34%,
2.38+0.38%
2.34+0.34%,
<100 cfu/g ®,
<100 cfu/g
<100 cfu/g
<10 cfulg

14
3.38+0.12%%

4.1920.115%
4.64+0.10%q
3.08+0.08%
4.87+0.02°
<100 cfu/g a
<100 cfu/g
<100 cfu/g
<10 cfu/g

21
2.80+0.19%%

3.142£0.10%,
2.84+0.06™
2.91£0.03%
3.01+0.06%%
<100 cfu/g ®,
<100 cfulg
<100 cfulg
<10 cfulg

21
2.47+0.47%,

2.45+0.45%,
3.45:0.15%%
2.47+0.47%,
2.50+0.50%,
<100 cfu/g a
<100 cfulg
<100 cfulg
<10 cfu/g

28
3.06+0.11%,,

4.45+0.05%q
4.18+0.07%q
4.66+0.07%
3.7420.06"¢
2.30+0.30",
<100 cfulg
<100 cfulg
<10 cfu/g

28
4.28+0.41%

5.28+0.03%
5.51+0.14°
5.44+0.06°%
5.47+0.06°%
<100 cfu/g a
<100 cfu/g
<100 cfulg
<10 cfulg

35
2.45+0.15%,

4.45£0.05%4
3.77+0.17",
3.69+0.21°,
2.38+0,38%,
3.3040.60%
<100 cfulg
<100 cfulg
<10 cfulg

35
3.45+0.15%%

2.77¢0.17%
3.75+0.15"%
3.15£0.15%%
3.82+0.12"
<100 cfu/g a
<100 cfu/g
<100 cfulg
<10 cfu/g

42
3.15+0.15%

4.06+0.11%q
3.760.16
4.70+0.11%e
4.86+0.08%
2.15+0.15",
<100 cfulg
<100 cfulg
<10 cfu/g

42
2.5740.27%

2.82+0.12%°
3.070.07%
3.29+0.18%,
3.37+0.32%
<100 cfu/g a
<100 cfu/g
<100 cfulg
<10 cfu/g

49
4.69+0.08%

3.95+0.04%,
4.06+0.11%c
3.92+0.07"%
4.08+0.08" %
2.23+0.23",
<100 cfulg
<100 cfulg
<10 cfu/g

49
2.5740.27%%

3.75+0.05"
4.91£0.06%
3.31£0.03%
3.97+0.02%q
<100 cfu/g a
<100 cfu/g
<100 cfulg
<10 cfu/g

* Sonuglar ortalama olarak verilmigtir. Parantez icindeki degerler standart sapma degerleridir
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Tablo 16. Hurma-Erkence zeytin bahgesinin hava érneklerinin mikrobiyolojik analiz (log CFU/m?®) sonuglari*

Mikrobiyal grup Ornekleme zamani (giin)

2011 0 7 14 21 28 35 42 49

Toplam aerobik mezofilik 2.39+0.12¢% 1.57+0.03%, 1.8440.23%,  1.86£0.12°  2.19£0.15%,  1.92+0.15°,  1.71£0.02",  0.53+0.08%

Kif ve Maya 1.13£0.02 %, 2.17£0.20% 1.20£0.07%,  1.15£0.06%,  1.50+0.05"°, 1.00£0.14%, 1.06£0.15%,  0.89+0.07 %

Enterobacteriaceae 0.38+0.12°, 0%, 0%, 0% 0.53£0.08™,  0.72£0.17°%, 0% 0%,

2012 0 7 14 21 28 35 42 49

Toplam aerobik mezofilik 1.83+0.06 ™, 1.99+0.13 ¢, 1.44+0.19°,  2.19+0.02° 2.04+0.04 ¢, 1.35+0.10°, 0.45+0.21%,  2.09+0.10°

Kif ve Maya 1.06+0.51%, 1.45+0.08 %, 1.18+0.68 %, 1.41£0.12%, 1.35+0.08 %, 0.77+£0.10%, 0.58+0.15%,  1.61+0.16%

Enterobacteriaceae 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0. 0.

* Sonuglar ortalama olarak verilmistir. Parantez igindeki degerler standart sapma degerleridir.

Tablo 17. Gemlik zeytin bahgesinin hava érneklerinin mikrobiyolojik analiz (log CFU/m®) sonuglari*

Mikrobiyal grup Ornekleme zamani (giin)

2011 0 7 14 21 28 35 42 49

Toplam aerobik mezofilik 1.44+0.51%, 1.50+0.06%, 1.96+0.15%, 2.07+0.45%, 1.75+0.06%, 1.76+0.12%. 1.68+0.18%,

Kuf ve Maya 1.90+0.80%, 1.32+0.07%, 1.30+0.13%,, 1.58+0.05%, 1.45+0.05%, 1.06+0.15%, 1.25+0.06%,,

Enterobacteriaceae 0%, 0%, 0.94+0.23°°, 1.38+0.21°, 0.15+0.21%, 0%, 0.62+0.21%,

2012 0 7 14 21 28 35 42 49

Toplam aerobik mezofilik 0.84+0.21%°,  1.65+0.08°, 1.82#0.07°, 1.70£0.06°, 1.55+0.10°, 1.14+0.04°, 0.50+0.28 * 0.45+0.63%,

ab

Kuif ve Maya 0.82+0.18%, 1.46+0.01°°, 1.70+0.19°, 1.54+0.11°, 1.20+0.17 ®*° 0.72+0.17%, 0.89+0.07%, 0.97+0.09%°,
b

Enterobacteriaceae O, Oa 0, 0, O, 0. 0, 0,

* Sonuglar ortalama olarak verilmigtir. Parantez icindeki degerler standart sapma degerleridir.
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Tablo 18. Erkence zeytin yapraklarinin mikrobiyolojik analiz (log CFU/g)sonuglari*

Mikrobiyal grup
2011
Toplam aerobik mezofilik
Kif ve Maya
PDA-2011
OA-2011
SDA-2011
CZA-2011
Enterobacteriaceae
Pseudomonads
Staphylococci & Micrococci
Lactobacilli
2012
Toplam aerobik mezofilik
Kuf ve Maya
PDA-2012
OA-2012
SDA-2012
CZA-2012
Enterobacteriaceae
Pseudomonads
Staphylococci & Micrococci

Lactobacilli

Ornekleme zamani (giin)

0
4.04+0.42%,

4.81+0.55%,
4.78+0.50%,
4.42+0.25%,
4.32+0.08%,
3.77+0.26°,
<100 cfulg
<100 cfulg
<10 cfu/g

0
2.40+0.34%,

2.63+0.35%,
3.00£0.41%,
3.38+0.94%,
3.10£0.45%,
<100 cfu/g 4
<100 cfulg
<100 cfulg
<10 cfulg

7
3.69+0.52%,

2.85+0.20°%,
3.38+0.08%,
3.62+0.25%,
3.14+0.66%,
<100 cfu/g ?,
<100 cfulg
<100 cfulg
<10 cfulg

7
3.79+0.50°%,

3.47+0.05%,
4.55+1.32%,
3.38+0.94%,
4.49+0.41%,
100 cfu/g ,
<100 cfulg
<100 cfulg
<10 cfulg

14
4.97+2.06%,

2.99+0.87%,
3.91+0.98%,
4.41+1.07%,
4.11+0.85%,
<100 cfu/g ?,
<100 cfulg
<100 cfulg
<10 cfulg

14
3.63+0.53%

2.9420.55%,
4.38+0.20°%
3.86+0.42%,
3.71£0.66%,
<100 cfulg 4
<100 cfulg
<100 cfulg
<10 cfulg

21
4.67+0.22%,

3.13+0.72%,
4.81+0.43%,
4.75+0.31%,
5.21+0.32°,
3.02+1.76°,
<100 cfulg
<100 cfulg
<10 cfulg

21
3.54+0.28%°,

3.34+0.28%,
3.78+0.68%,
3.86+0.42°%,
3.36+0.93%,
<100 cfu/g 5
<100 cfulg
<100 cfulg
<10 cfulg

28
4.03+0.66%°,

3.62+0.55™°,
4.07+0.90°%,
4.40£0.99%,
417+1.17%,
2.39+0.67°,
<100 cfulg
<100 cfulg
<10 cfulg

28
3.18+0.77%

2.8420.15%,
4.02+0.33°%
3.35+0.42%,
3.89+0.23%,
<100 cfu/g 4
<100 cfulg
<100 cfulg
<10 cfulg

35
5.06+0.83%°,

4.17+0.74™°,
4.65+0.60%,
4.60+1.11%,
4.68+1.00%,
<100 cfu/g ?,
<100 cfulg
<100 cfulg
<10 cfulg
35

2.50+0.17%°,

3.12+0.20%,
3.94+0.70%,
3.62+0.59%,
3.68+1.05%,
<100 cfulg 4
<100 cfulg
<100 cfulg
<10 cfulg

42
5.50+1.06%,

4.71+0.46,
4.92+0.47%,
4.81+0.14%,
5.21+0.44°,
<100 cfulg®,
<100 cfulg
<100 cfulg
<10 cfulg

42
3.21+0.40%°,

3.39+0.15%,
3.88+0.06%,
3.97+0.68%,
4.12+0.21%,
<100 cful/g 4
<100 cfulg
<100 cfulg
<10 cfu/g

49
6.39+0.05°,

5.95+0.18¢%
5.96+0.11°,
5.99+0.10°,
5.79+0.57°,
<100 cfu/g?,
<100 cfulg
<100 cfulg
<10 cfulg

49
3.41+0.49%°,

3.04+0.08%,,
3.63+0.05%,
3.68+0.63%,
3.35+0.59%,
<100 cfu/g 4
<100 cfulg
<100 cfulg
<10 cfulg

* Sonuglar ortalama olarak verilmistir. Parantez igindeki de@erler standart sapma degerleridir
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Tablo 19. Gemlik zeytin yapraklarinin mikrobiyolojik analiz (log CFU/g) sonuglari*

Mikrobiyal grup
2011
Toplam aerobik mezofilik
Kif ve Maya
PDA-2011
OA-2011
SDA-2011
CZA-2011
Enterobacteriaceae
Pseudomonads
Staphylococci & Micrococci
Lactobacilli
2012
Toplam aerobik mezofilik
Kuif ve Maya
PDA-2012
OA-2012
SDA-2012
CZA-2012
Enterobacteriaceae
Pseudomonads
Staphylococci & Micrococci

Lactobacilli

Ornekleme zamani (giin)

0

0
2.58+0.11%,

2.30+0.30%

2.97+0.19%,

2.66+0.18%,
2.98+0.15%,
<100 cful/g 4
<100 cfulg
<100 cfulg
<10 cfulg

7
2.80+0.10%°,

4.12+0.04",
2.34+0.34%,
2.95+0.04%,
2.97+0.02%°,
2.30+0.30°,
<100 cfulg
<100 cfulg
<10 cfulg

7
3.34+0.14%°,

5.2410.27°,
4.49+0.13%,
4.64+0.16°
4.75+0.08°
<100 cfulg 5
<100 cfulg
<100 cfulg
<10 cfulg

14
2.45+0.15%

2.34+0.34%
2.38+0.38%,
2.34+0.34%,
2.53+0.23%,
<100 cfu/g®,
<100 cfulg
<100 cfulg
<10 cfulg

14
2.77+0.17%,

3.23+0.23%,
2.69+0.21%,
3.34+0.19%,
3.92+0.07°
<100 cfulg 4
<100 cfu/g
<100 cfu/g
<10 cfulg

21
3.78+0.16",

2.53+0.11%,
2.50+0.24%,
2.71£0.12%
2.98+0.54%,
<100 cfu/g?,
<100 cfulg
<100 cfulg
<10 cfulg

21
2.92+0.15%,

2.73+0.26%,
3.45+0.15°
2.89+0.05%,
2.72+0.12%,
<100 cfulg 5
<100 cfulg
<100 cfulg
<10 cfulg

28
2.55+0.55%,

3.46+0.08°,,
4.07+0.12°%
3.30+0.07",
4.27+0.12",
2.15+0.15°,
<100 cfulg
<100 cfulg
<10 cfulg
28

3.23+0.23%,

4.41%0.23% 4
3.99+0.04%, .
4.95+0.04%
3.34+0.08%°,
<100 cfulg 4
<100 cfulg
<100 cfulg
<10 cfulg

35
4.95+0.04%%,

4.89+0.06°4
4.380.15"
4.81+0.04%4
3.92+0.07°,
2.15+0.15°,
<100 cfulg
<100 cfulg
<10 cfulg

35
2.95+0.04%,

2.97+0.02%°,
3.38+0.08™,
3.76+0.11",
3.71+0.18"
<100 cfulg 4
<100 cfulg
<100 cfulg
<10 cfulg

42
5.33+0.05%4

4.93+0.06°,
4.58+0.11,
5.18+0.13%4
5.48+0.03%
2.86+0.08"°,
<100 cfu/g
<100 cfu/g
<10 cfulg
42
3.95+0.12°,

4.55+0.06",
4.78+0.08°,
4.76+0.11°,
4.680.08°
<100 cfulg 5
<100 cfulg
<100 cfulg
<10 cfulg

49
6.18+0.11%,

6.25+0.12%,
5.52+0.185%
6.26+0.12%,
5.58+0.11%
2.23+0.23°,
<100 cfulg
<100 cfulg
<10 cfulg
49

3.78+0.02°,

4.19£0.19°
3.63+0.17",
4.26+0.12%,
4.59+0.09°%
<100 cfulg 5
<100 cfulg
<100 cfulg
<10 cfulg

* Sonuglar ortalama olarak verilmigtir. Parantez icindeki degerler standart sapma degerleridir
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@ (b) (c) (d)

Sekil 24. Maya ve kif sayiminda kullanilan farkli besiyerlerinde gelisen kuflerin morfolojileri

a) saboraud agar b) oatmeal agar c) potato dextrose agar d) czapeck yeast agar

4.2.2. Bakteri izolatlarinin Tanimlanmasi

ilk hasat yilinda (2011) olgunlasma siirecinde Hurma ve Gemlik zeytinleri ve
yapraklarindan ve zeytinliklerde havadan izole edilen 166 bakterinin, gram boyamalari ve
katalaz testleri sonucunda 91’i gram negatif gubuk, 57’si gram pozitif gubuk ve 18’inin ise
gram pozitif kok oldugu belirlenmistir. ilk hasat yilinda olgunlasma sirecinde Hurma ve
Gemlik zeytinleri, yapraklari ve bahcgelerindeki hava drneklerinden gram negatif kok bakteri
izole edilmemigtir. Ikinci hasat yilinda (2012) ise Hurma ve Gemlik zeytinleri ve
yapraklarindan ve ayrica zeytinliklerde havadan izole edilen toplam 173 bakterinin 69'u gram
negatif cubuk, 93’0 gram pozitif gubuk, 9’unun gram negatif kok ve 2’sinin ise gram pozitif
kok oldugu belirlenmistir (Tablo 20).

Sonug olarak tanimlama amaciyla, gesitli besiyerlerinde gelisen tium kolonilerden 192
bakteri, 48 maya ve 461 kuf izole edilmistir. Bu kolonilerden hurma zeytinden 90 (%37,5)
izolat (58 bakteri, 32 maya), zeytin yaprak érneklerinden 76 (%31,67) izolat (60 bakteri, 16
maya) ve hava orneklerinden ise 74 (%30,83) bakteri kolonisi izole edilmistir. Hurma
zeytinden 126 (%22,3), zeytin yapragi érneklerinden 189 (%41) ve hava érneklerinden ise 83
(%18) kuf izolati elde edilmigtir.

62



Tablo 20. 2011 ve 2012 hasat yillarina ait olgunlasma siirecinde Hurma ve Gemlik zeytinleri,

yapraklari ve bahgelerindeki hava kaynakli bakteri izolat sayilari

2011 Hasat Yih Bakteri izolat Sayilari

Hurma Gemlik Hava
Bakteri Yaprak  Zeytin Hurma Yaprak Zeytin Eglenhoca IYTE Toplam
gekil/gram rxn. (Hurma) (Gemlik)
s 91
Bacilli/Gram— 14 16 25 5 18
(%54.81)
. 57
Bacilli/Gram + 22 2 1 2 11
(%34.33)
Cocci/Gram —
18
Cocci/Gram + 8 2 4 3
(%10.84)
Toplam 44 20 30 2 5 32 33 166
(%26.5) (%12.04) (%18.07) (%1.20) (%3.01) (%19.27) (%19.87)
2012 Hasat Yili Bakteri izolat Sayilan
Hurma Gemlik Hava
Bakteri Yaprak  Zeytin Hurma Yaprak Zeytin Eglenhoca IYTE Toplam
sekil/gram rxn. (Hurma)  (Gemlik)

- 69
Bacilli/Gram— 20 9 4 1 16 19 (%39.88)
- 93

Bacilli/Gram + 28 4 2 9 2 29 19
(%53.75)
. 9
Cocci/Gram - 3 2 1 2 1
(%5.2)
. 2
Cocci/Gram + 2
(9%1.1)
Toplam 53 6 12 13 3 47 39
173

(%30)  (%3.4)  (%6.93) (%7.51) (%1.73) (%27.16) (%22.5)

Olgunlagma periyodu boyunca, kiif popllasyonunun giderek arttigi gézlenmistir. izole
edilen bakteri ve mayalar karakterizasyon amaciyla morfolojik 6zelliklerini belirlemek igin faz

kontrast mikroskobunda incelenmisgtir.

2011-2012 hasat yillarinda olgunlasma surecinde Hurma ve Erkence zeytinleri,
yapraklari ve bahgelerindeki hava kaynakli bakteri izolatlarinin biyokimyasal ve molekuler

tanimlama sonugclari Tablo 21’de verilmistir.

63



Tablo 21. 2011-2012 hasat yillarinda olgunlasma strecinde Hurma ve Erkence zeytinleri,

yapraklari ve bahgelerindeki hava kaynakli bakteri izolatlarinin biyokimyasal ve molekuler

tanimlama sonuglari

Bakteri izolatin
Izolat Kaynagi
Kodu

2011

1 (1-26) HO
2 (2-19) HO
3 (5-4) HO
4 (7-13) HO
5 (8-20) HO
6 (1-10) HL
7 (3-17) HL
8 (4-28) HL
9 (6-29) HL
10 (6-31) HL
11 (7-2) HL
12 (2-35) ERK
13 (2V-2) ERK
14 (5A-9) EH
15 (6A-7) EH
2012

16 (3-23) HO
17 (5-1) HO
18 (6-15) HO
19 (2-4) HL
20 (3-24) HL
21 (7-10) HL
22 (8-1) HL
23 (8-12) HL
24 (1-7) ERK
25 (8-21) ERK
26 (2A-6) EH
27 (2A-23) EH
28 (3A-10) EH
29 (3A-15) EH

Biyokimyasal
Tanimlama Sonucu

Bacillus cereus
Klebsiella oxytoca
Unidentified

Bacillus sp.
Neisseria sp.
Bacillus sp.
Micrococcus luteus
Bacillus cereus.
Unidentified
Unidentified
Micrococcus varians
Enterobacter intermedius
Klebsiella oxytoca
Bacillus sp.

Unidentified

Bacillus subtilis
Unidentified

Klebsiella  pneumoniea
subsp. ozaenae

Unidentified
Bacillus sp.
Unidentified
Bacillus cereus
Staphylococcus sp.
Micrococcus luteus

Unidentified

Bacillus subtilis
Bacillus sp.
Bacillus megaterium

Bacillus megaterium

Molekiiler Tanimlama Sonucu

Genus/Species

Bacillus simplex
Klebsiella oxytoca
Acinetobacter sp.
Bacillus sp.
Pseudomonas sp.
Bacilllus simplex
Micrococcus luteus
Bacillus sp.
Arthrobacter sp.
Pantoea sp.
Streptomyces sp.
Pantoea agglomerans
Klebsiella oxytoca
Bacillus licheniformis

Arthrobacter sp.

Bacillus subtilis
Pantoea sp.

Klebsiella
pneumoniea

Curtobacterium sp.
Bacillus licheniformis
Brevibacterium sp.
Unidentified
Staphylococcus sp.
Micrococcus sp.

Pantoea
sp.
Bacillus subtilis

sp.Erwinia

Bacillus litoralis
Bacillus megaterium

Bacillus sp.

MAX
ID (%)

100
98
93
99

100
98
98

100

100
99

100
99
98

100
99

99
100
100

100
100
100

100
100
100

100
95
99
99

GenBank

KC936232
KC593550
HQ449642
HM804387
HQ403168
KC936232
HF952653
AM910170
KC522130
JX908928

JF903932

KC178591
JX267073

GQ169102
KC522130

GQ392055
JN853224
JX069939

KC466122
HQB858064
KC466227

KC492525
DQ659067
KC252899

GQ392049
JF411239
JX274543
HM804387
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30 (4A-1) EH Bacillus cereus Bacillus cereus 100 KC540842
HO: Hurma zeytini, ERK: Erkence zeytini, HL: Hurma zeytin yapragi, EH; Hurma-Erkence

bahcgesi hava ornegi

Sekil 24’te hurma zeytin yapraginin SEM goéruntisu verilmistir. Goruintide gubuk ve

kok seklindeki bakteriler agik bir sekilde gortlmektedir.

Sekil 24. Hurma zeytin yapraginin SEM goéruntusu

Elde edilen sonuclar biyokimyasal ve molekiler ydntemin her ikisinin de tanimlama
etkinliginin benzer oldugunu gdstermektedir. izolatlarin sayim sonuglari ile uyum goésterdigi
ifade edilebilir sdyle ki laktik asit bakteri tlrleri ve Pseudomonas tirleri saptanmamis ve
izolatlardan da bu sekilde bir tanimlama sonucu elde edilmemistir. Ancak bu durumun tersine
Staphylococci ve Micrococci sayim sonuglarinda negatif olmakla birlikte izolatlar arasinda
Staphylococcus tirt, Micrococcus luteus, Micrococcus varians oldugu goézlenmistir. Bu s6z
konusu mikroorganizmalarin sayica az olmasinin ve bu nedenle plak sayim yontemleriyle
analiz edildiginde saptanabilir seviyenin altinda kalmasinin bir sonucudur.

Zeytinin dogal mikrobiyolojik florasi bakteri, maya ve kifler olmak Uzere cok cesitli
mikroorganizmalardan olugmaktadir. Zeytinin yuzeyinde bulunan mikroorganizmalarin tipi ve
orani/karigimi iklim kosullari, zeytinin ¢egidi ve zeytinin olgunluk asamasi ile etkilenmektedir.
Zeytinde kendiliginden olusan fermentasyonu baglatan, dogal olarak bulunan
mikroorganizmalardir. Nychas vd. (2002) mayalarin zeytinin ylzeyinde ve stomal acikliginda
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baskin oldugunu, bakterilerin ise sub-stomal hicrelerin hicrelerarasi bosluklarinda baskin
oldugunu bildirmigtir. Taze zeytinlerde dogdal olarak bulunan laktik asit bakterilerinin
belirlendigi bir calismada Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis, Lactobacillus
mesenteroides, Lactobacillus lactis spp. lactis ve Pseudomonas damnosus tlrine ait
olduklar saptanmigtir (Korukluoglu vd., 2002). Zeytin agacindan toplanan zeytin yapragi ve
zeytin salamurasindan izole edilen 193 laktik asit bakterisi Lactobacillus plantarum,
Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides, Leuconostoc spp., Enterococcus
faecium ve Enterococcus spp. olarak tanimlanmistir (Lavermicocca vd., 1998). Ayni
calismada bitki ve salamura arasinda populasyon farkliliklari bulunmustur. Arastirmacilar
hemen hemen her izolatin oleuropein glukozitini degrade ettigini ancak degradasyon hizinin
farkh oldugunu belirtmiglerdir.

Bununla birlikte, genellikle ¢cevreden bulasan diger mikroorganizmalar bozulmaya ve
gida zehirlenmesine neden olma potansiyeline sahiptir (Kailis ve Harris, 2007).
Calismamizda laktik asit bakterisi, Pseudomonads toplam canli sayim plaklarindan elde
edilen izolatlardan da tanimlanamamistir. Staphylococcus ve Micrococcus icin kiltirel sayim
yapillan plaklardan herhangi bir izolasyon yapilamamakla birlikte toplam canli ve
Enterobacteriaceae sayim plaklarindan bu gruplara ait bakteriler izole edilebilmistir.

Zeytin meyvesi ve yapraklari AMM, Y&Ms, Enterobacteriaceae dan olusan benzer bir
mikrobiyal profile sahiptir. Her iki hasat yilinda da Erkence zeytin bahgesi hava érneklerinde
Enterobacteriaceae saptanmamistir. Pseudomonadaceae, Staphylococci, Micrococcaceae
ve LAB, Erkence zeytin phylloplane de saptanmamistir. Bakteri izolatlari Bacillaceae,
Enterobacteriaceae ve Micrococcoceae olmak Uzere 3 familyaya ait olan Bacillus cereus,
B.subtilis, B. megaterium, Enterobacter intermedius, Klebsiella oxytoca, Klebsiella
pneumoniae, Micrococcus luteus, M. varians, Staphylococcus tirleri olarak tanimlanmistir
(Sekil 25-26).

Birgok toprak cesidi Bacillus turlerinin normal habitatidir ve bu nedenle meyve ve
sebzelerin yuzeyinde hasat edildikten sonra bulunmaktadir. Hastalik etmeni olan halk saghgi
acisindan bir tehlike olarak gorulmelidir. Hurma zeytin bahgeleri gibi meyve bahgeleri ve
sebze tarlalarinin ortamlari aseptik veya steril degildir ve olmasi beklenemez. Ancak iyi tarim
uygulamalari, hasat, isleme, tasima, pazarlama ve hazirlama uygulamalar sirasinda iyi
uretim teknikleri ve HACCP uygulamalarn kontaminasyon seviyesinin diglk olmasini
saglayabilmektedir. Enterobacteriaceae g¢evrede oldukga yaygindir ve bu nedenle bu
familyadaki birgok mezofilik tur gidalari diusuk sayida da olsa kontamine edebilmektedir.
Enterobacter ve Klebsiella, Enterobacteriaceae familyasina ait cinslerdir. Enterobacter spp.,
K. pneumoniae ve K. oxytoca, hayvan ve insan gut florasinda yasamaktadir fakat dogal

cevrede de oldukga yaygin olarak bulunmaktadir. Bu nedenle bu mikroorganizmalarin
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gidalarda bulunmasi fekal bulasmayi géstermemektedir. Klebsiella cinsine ait turler ézellikle
K. pneumonia ve K. oxytoca, firsat¢i (opportunistic) patojen bakterilerdir. Bununla birlikte,
enfeksiyonun veya urin kontaminasyonunun kaynaklarini tanimlamak ve patojenler veya
bozulma etmeni organizmalarin gegis (transmission) yollarinin anlasiimasi i¢in bakteriyel

izolatlarin sug tiplemesi (strain typing) gerekmektedir.

3000 bp -

1000 bp -

200 bp
100 bp

1234567 8 9101112131415161718192021222324252627

Sekil 25. Bakteri izolatlarinin PCR Urlnlerinin agaroz jel elektroforez goérintisu. Lane 1,
molecular size marker 100 bp DNA ladder (Fermentas); lane 1, Bacilllus simplex.; lane 2,
Bacillus simplex; lane 4, Klebsiella oxytoca; lane 5, Pantoea agglomerans ; lane 6, Klebsiella
oxytoca,; lane 9, Micrococcus luteus; lane 10, Bacillus sp.; lane 12, Acinetobacter sp., lane
13, Bacillus licheniformis; lane 17, Arthrobacter sp. lane 21, Arthrobacter sp.; lane 22,

Pantoea sp.; lane 23, Streptomyces sp.; lane 24, Bacillus sp.; lane 26, Pseudomonas sp.
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8-24 Pantoea agglomerans
8-25 Pantoea agglomerans
7-2 Pantoea agglomerans

5-13 Pantoea agglomerans

2-19 Klebsiella oxytoca

6-15 Klebsiella pneumoniea

—— 4-14 Pantoea sp.

—— 5-1 Pantoea sp.

5-4 Acinetobacter sp.

— 8-20 Pseudomonas sp.

8-17 Pseudomonas sp.

3-23 Bacillus subtilis
7-13 Bacillus sp.

| 1-26 Bacillus simplex

0.02
(A)
8-21 Pantoea sp.
—I—_2-35 Pantoea agglomerans

2V-2 Kilebsiella oxytoca

1-7 Micrococcus sp.

3.2 Micrococcus luteus

1-5 Bacillus licheniformis

-
e

0.05
(B)
Sekil 26. Hurma zeytin (A) ve Erkence zeytin (B) drneklerinden izole edilen bakterilerin % 2
(A) ve % 5 (B) farklihk gdsteren 16S r DNA gen sekanslarina goére birbirleri arasindaki iligkiyi
gosteren filogenetik (neighbor-joining) agaci

4.2.3. Kiif izolatlarinin Tanimlanmasi
iki hasat (2011-2012) yillinda olgunlasma siirecinde gergeklestirilen analizler
sonucunda Hurma ve Gemlik zeytinleri ve yapraklarindan ve zeytinliklerde havadan alinan

orneklerde sirasiyla toplam 498 ve 547 adet kuf izole edilmistir (Tablo 22). Kuf izolatlar 3
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nokta ekim yontemi kullanilarak saflastiriimis (Sekil 27), makroskobik (koloni) ve mikroskobik
(hdicre) morfolojik 6zelliklerin sirasiyla stereomikroskopta ve i1sik mikroskobunda belirlenmesi
suretiyle tanimlama yapilmistir (Sekil 28).

Molekuller yontemle maya ve kuflerin tanimlanmasi icin 18S, 26S ve ITS1-ITS4
primerleri ile 6n denemeler gergeklestiriimistir. Sonu¢ olarak 1TS1-ITS4 primerleri ile
tanimlamanin etkili bir sekilde yapilabildigi gozlenmigtir. Elde edilen PCR goéruntuleri Sekil
29'da goérulmektedir.

Mikroskobik ve makroskobik morfolojik 6zelliklere goére yapilan tanimlama sonucunda
Gemlik ve Erkence zeytinleri, yapraklari ve hava érneklerinden izole edilen kifler Aspergillus,
Alternaria, Aureobasidium, Acremonium, Cladosporium, Epicoccum, Fusarium, Geotrichum,
Mucor, Paecilomyces, Penicillium, Phoma, Rhizopus, Steril miselyum olarak tanimlanmistir.
Hurma =zeytinden izole edilen kufler diger zeytin ve vyaprak oOrneklerinden izole
edilenlerdekinden farkli olarak Aureobasidium, Alternaria, Cladosporium, Epicoccum gibi
epifitik kifleri icermekle birlikte, Botrysphaeria, Magnaporthe, Diplodia gibi endofitik kifleri de
icermektedir. Cladosporium ve Epicoccum yapraklardan izole edilmistir (Tablo 23).

Dinyada en yaygin Penicillia, Penicillium glabrum Erkence ve Gemlik zeytinlerinden
ve yapraklarindan olduk¢a fazla izole edilmistir. Cladosporium, Penicillium, Alternaria ve
Aureobasidium gibi koyu renkli mikrofunguslar daha ¢ok Hurma ve Erkence zeytininden izole
edilmistir. Morfolojik olarak Aspergillus niger olarak tanimlanan bazi izolatlarin molekuler
tanimlama sonucunda Aspergillus japonicus oldugu saptanmis ve bu sonug¢ siyah koloni
rengine sahip Aspergillus Section Nigri igerisindeki 23 tlr arasinda yer alan A. niger, A.
Carbonarius ve A. japonicus'un ancak molekuler yontemle tam olarak ayriminin
yapilabildigini géstermistir. Bazi kuf izolatlarinin kilttr edilmesi mimkin olmamigstir. Bundan
baska izole edilen ve morfolojik olarak tanimlanamayan bazi kuflerin molekuler olarak da
tanimlanmasi mumkun olmamigtir (Sekil 30-31).

Son yillarda gergeklestirilen gcalismalar toksinojenik kiflerin (Aspergillus) sporlarinin
zeytinde bulundugunu ve bazi turlerin Ozellikle Aspergillus flavus ve Aspergillus
ochraceus’un zeytinde sirasiyla aflatoksin (AF) B1 ve okratoksin A (OTA) Uuretebilme

yetenegine sahip oldugunu gdstermistir (Leontopoulos vd., 2003).
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Tablo 22. 2011 ve 2012 hasat yillarina ait olgunlagsma surecinde érnekleme analiz zamanina

bagli olarak Hurma ve Gemlik zeytinleri, yapraklari ve bahcelerindeki hava kaynakl kuf izolat

sayilari

Ornekleme Yaprak Zeytin Hurma Yaprak Zeytin Eglenhoca

Zamani (Hurma)

(Hafta)

1 30 30 11 9 23 4

2 22 4 16 10 6 12

3 14 9 10 5 4 7

4 13 9 16 6 1 7

5 18 19 21 13 2 7

6 20 7 13 7 2 3

7 12 5 5 10 6 3

8 12 9 12 8 2 11

Toplam 141 92 104 68 46 54
(%25.77) (%16.81) (%19) (%12.43) (%8.40) (%9.87)

IYTE

(Gemlik)

5 112
8 78
7 56
5 57
5 85
5 57
3 44
4 58
42 547
(%7.67)

Ornekleme Yaprak Zeytin Hurma Yaprak Zeytin EglenHoca
Zamani (Hurma)
(Hafta)

1 30 30 11 9 23 4

2 22 4 16 10 6 12

3 14 9 10 5 4 7

4 13 9 16 6 1 7

5 18 19 21 13 2 7

6 20 7 13 7 2 3

7 12 5 5 10 6 3

8 12 9 12 8 2 11
Toplam 141 92 104 68 46 54

(%25.77) (%16.81) (%19)  (%12.43) (%8.40) (%9.87)

iYTE

(Gemlik)

5 112
8 78
7 56
5 57
5 85
5 57
3 44
4 58
42 547
(%7.67)
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Sekil 27. Kif izolatlarinin besiyerlerinde 3 nokta ekim koloni Ust ve alt ylzey goérintileri
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B e
p gorintlsu

(a) Stereomikosop gOruntasi
H1-CZA-1

H1-CZA-3

(b) Stereomikroskop goriintiist
H1-OA-5

(a) Stereomikroskop goriintiisti  (b) Stereomikroskop gorintiisi | (c) Mikroskop goruntisi
H1-PCA-2 (100x)

(a) Stereomikroskop gorintiisi (b) Mikroskop gorintls
H1-PCA-3 ayak
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~ «
(a) Stereomikroskop gérintiisi (b) Mikroskop gérintist
H1-PDA-4 (3)

a” PN -
(b) Mikroskop gérintist
4Y-OA-20

\’.‘»

."
Q
.
. ’ A
= . s \ "\ +
(a) Stereomikroskop gorintlst (b) Mikroskop goriintiisit CYA (40x) (c) Mikroskop goriintlisi PDA (40x)
6A-PDA-5

(a) Stereomikroskop goérintiisi (b) Mikroskop goérintiist
8H-PDA-5
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(a) Stereomikroskop goérintiisi (b) Mikroskop goérintiist
H1-OA-2

(a) Mikroskop gorintiist
8H-CZA-35

Sekil 28. Kuf izolatlarinin mikroskobik (hucre) morfolojik o6zelliklerinin  sirasiyla

stereomikroskopta ve i1sik mikroskobunda inceleme sonuglari

2000bp -

1000 bp -
700bp -

Primers ITS1-1TS4 185 265

Sekil 29. Farkli primerlerler (ITS, 18S, 26S) kullanildiginda Izolatlardan elde edilen PCR
urtnlerinin agaroz jel elektroforez goruntileri. Y, yaprak o6rnegi (direkt 6rnek), H, Hurma
zeytin (direkt 6rnek), 56, maya izolati, 54: maya izolati, 9b: maya izolati
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Tablo 23. Molekiler tekniklerle tanimlanan 2011 ve 2012 hasat yillarinda olgunlasma

periyodu suresince Hurma zeytininden izole edilen fungal cins ve tirler

Fungal Cins ve Tiirler

Aspergillus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus japonicus
Aspergillus niger
Aspergillus ochraceus
Aspergillus oryzae
Aspergillus sydowii
Aspergillus terreus
Aspergillus ustus
Alternaria
Alternaria spp.
Alternaria tenuissima
Uncultured Alternaria clone
Botrysphaeria

Botrysphaeria dothidea
Colletotrichum

Colletotrichum gloeosporioides
Diplodia

Diplodia pinea

Diplodia scrobiculata

Emericella sp.

Emericella variecolor
Emericella gingixianii

Fusarium
Fusarium sp
Fusarium fujikuroi
Paecilomyces
Paecilomyces spp.

Paecilomyces variotii

Penicillium
Penicillium sp.
Penicillium chrysogenum
Penicillium glabrum
Penicillium paxilli
Penicillium expansum

Penicillium funiculosum
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Sekil 30. Kif izolatlarinin PCR Urlnlerinin agaroz jel elektroforez goérintisu. Lane 1 (Z1-
SDA-2) Aspergillus sydowii; lane 2 (Z1-OA-10) Penicillium paxilli; lane 3 (2H3-PDA-30) Not
identified; lane 4 (5H2-PDA-12) Aspergillus fumigatus; lane 5 (6H-PDA-37) Uncultured
Alternaria clone; lane 6 (6H-PDA-2) Fusarium fujikuroi; lane 7 (6H1-CZA-4) Fusarium sp.;
lane 8 (6H-PDA-43) Aspergillus oryzae; lane 9 (6H-PDA-41) Penicillium sp.; lane 10 (7H-OA-
71) Penicilium glabrum; lane 11 (8H-PDA-7) Penicilium sp.; lane 12 (8H-SDA-12)
Paecilomyces variotii; lane 13 (2.5H-SDA-13) Penicillium glabrum; lane 14 (2.5H-SDA-4) Not
identified; lane 15 (2.5H-SDA-6) Not identified; lane 16 (2.7H-PDA-84) Not identified; lane 17
(8H-CZA-5) Aspergillus japonicus; lane 18 (8H-CZA-13) Aspergillus ochraceus; lane 19
(2.3H-PDA-19) Aspergillus oryzae; lane 20 (H1-PCA-2) Aspergillus sydowii; lane 21 (4H-OA-
6) Penicillium funiculosum; lane 22 (8H2-PDA-24) Penicillium expansum; lane 23 (8H2-OA-
21) Aspergillus fumigatus; lane 24 (H1-OA-4) Diplodia pinea; lane 25 (H1-PDA-7) Penicillium
sp.; lane 26 (2.5H1-SDA-16) Penicillium glabrum; lane 27 (H1S2) Aspergillus terreus; lane
28 (8H5-SDA-11) Aspergillus fumigatus; lane 29 (H1-S2) Aspergillus terreus; lane 30 (Z1-
OA-1) Penicillium sp.; lane 31 (H1-OA-5) Magnaporthe grisea isolate; lane 32 (H1-PCA-5)
Not identified; lane 33 (H1-PDA-4) Penicillium sp.; lane 34 (2.1A-PDA-7) Aspergillus terreus;
lane 35 (3A-PDA-4C) Aspergillus fumigatus; lane 36 (3A-PDA-1) Penicillium sp.; lane 37 (4A-
PDA-7) Aspergillus ustus; lane 38 (4H3-PDA-31) Not identified; lane 39 (4H-PDA-1)
Alternaria tenuissima; lane 40 (4A-PDA-11) Emericella sp.; lane 41 (4A-PDA-6) Not
identified; lane 42 (4H3-SB-35) Penicillium sp.
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Alternaria tenuissima (4H-PDA- ' Colletotrichum gloeosporioides H1-OA-5

Emericella sp. 4A-PDA-11

Czapeck Agar Malt Extract Agar
Aspergillus oryzae 2.3H-PDA-19

(8H-SDA-12) Paecilomyces variotii
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CZPA Koloni Ust Gériiniisu CZPA Koloni Alt Gértinisiu
(8H-PDA-7) Penicillium sp
Sekil 31. Tanimlamada kullanilan besiyerlerinde 3 nokta ekim yapilmig kiflerin koloni Ust ve

alt gérinimleri

4.2.4. Phoma Susglarinin Molekiiler Yontemle Tanimlanmasi

Aslil olarak Yunanistan (Girit, Ege adalari ve Attica bdlgesi)'da yetisen Throuba tipi
(Thrubolea) zeytinin, bir fungal enzim tarafindan acihginin giderildidi ve degisime ugradigi
dusunulmektedir. Zeytinler siyahtan bakir yesiline rengini degistirmekte ve daha sonra
guneste kurutularak tuzlanmaktadir. Ancak, bu zeytin tipinde aciligin giderilmesinde bir
fungusun rolu oldugunu destekleyen ¢ok az bir bilgi mevcuttur (Kailis ve Harris, 2007).
Hurma zeytine benzer sekilde kuru tuzlama yapilan bir zeytin tipi olan “naturally black olives-
thruba style” asil olarak Giritde yerlesik olarak bulunmaktadir. Tamamen olgun oldugu
zaman zeytinin ylUzeysel rengi kahverengi olmakta ve zeytin herhangi bir uygulama
yapilmaksizin dogrudan agacta aciligini kaybetmektedir. Daha onceki bir ¢alismaya gore
zeytindeki aciigin zeytin etinde gelisen ve oleuropeini hidrolize eden Phoma oleae adli
mantarin bulunmasina dayandigi ifade edilmistir (Kalogereas, 1932). Oleuropeinin enzimatik
hidrolizinin 6zellikle bakteriler ve funguslarin her ikisinin de Urettigi beta (8)-glukozidaz enzimi
ile gerceklestigi literatirde ¢ok agik bir sekilde ortaya koyulmustur (Copa-Patino vd., 1990;
Know vd., 1992; Ciafardini vd., 1994; Ciafardini ve Zullo, 2000).
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Phoma spp. (Sphaeropsidales) ¢ok farklilasmis, biyolojik olarak dzellesmis bir fungus
grubunu olusturmaktadir (Marcinkowska, 1995). Bu grup farkll substratlarda gelisen, parazit
karakterindeki bitkilerin ikincil patojenlerinin ve yetistirilen bitkilerin 6zellikli patojenlerinin yer
aldigi sparofit tlrleri icine almaktadir. Anamorphic Phoma cinsi 220'den fazla &zellikli ve
intraspesifik taxa icermektedir (Boerema vd., 2004).

Phoma cinsi icerisindeki bilinen Phoma turlerinin in vitro dogrulanmig literatlirde
tanimlanan binlerce tlrlin sadece bir kismi olan taxanin gercek sayisinin muhtemelen gok
daha fazla olabilecegi belirtilmistir (Aveskamp vd., 2008). Phoma cinsine ait funguslarin izole
edildigi bitki grubu otsu/yesil yapraga benzer olarak adlandirilan “herbaceous” bitkileri
kapsamaktadir (Machowicz-Stefaniak vd., 2002 ve 2004).

Phoma bir calismada geng¢ zeytin agaclarindan izole edilmistir (Sanchez Hernandez,
1995). Kicguk sporlara sahip bazi Alternaria turlerinin normal kosullarda urettigi biyolojik
olarak etkin toksik bir bilesik olan tenuazonic asiti Phoma sorghina’nin Urettigi bildirilmistir
(Shephard vd., 1991; Andersen vd., 2002). Brassica cinsine ait bitkilerde “blackleg”
hastaliginin etmeni, Phoma lingam (sexual stage Leptosphaeria maculans)’'in bazi biyolojik
olarak etkin bilesikleri Urettigi bildirilmistir (Pedras ve Chumala, 2005). Cok iyi tanimlanmis
Phoma suglari tarafindan metabolit Gretimi Uzerine sinirli sayida rapor olmasina karsilik
Phoma turlerinin gidalarda ve yemlerde bulunmasi, biyolojik olarak etkin ikincil metabolitlerin
olasi Uretimi nedeniyle merak ve ilgi konusu olmaktadir. Bu nedenle Karaburun gevresindeki
zeytin ¢esidinde hurmalagsmaya sebep olan mantarin ya da mikroorganizmanin ne oldugu,
ayrica bunlarin disinda yéreye has Phoma oleae isimli bir mantar tlirG olup olmadigi bilimsel
¢alismalarla ortaya konulmasi gereken bir konu halini almaktadir.

Uluslararasi makale ve kitaplarda hurmalasmaya etken olan Phoma oleae isimli
mantar hakkinda taksonomik ve tarimsal alanlarda herhangi bir kayita rastlanmamigtir.
Phoma grubu igerisinde 2 alt tirli (Phoma fallens, Phoma insulana) zeytin bitkisi ve meyvesi
uzerinde enfeksiyona neden olmaktadir. Phoma fallens, yapraklarda ve meyvede lekeler
seklinde semptomlar géstermektedir. Phoma insulana ise, Kuzey yarim kurede ve Giney
Avrupa’da gorulen ve meyvelerde renk degisimi ve olgunlasmaya neden olan bir mantardir
(Boerema vd., 2004).

Phoma turlerinin érneklerde direkt molekiler tanimlanmasinda kullanilan primerlerin

Ozellikleri Tablo 24°de verilmigtir.
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Tablo 24. Phoma tirlerinin tanimlanmasinda kullanilan primerler

Gen  Primer Primer sekansi 5'-3' Uriin Kaynak

uzunlugu

Actin  ACT-512F ATGTGCAAGGCCGGTTTCGC 200-250 bp Carbone & Kohn 1999

ACT-783R TACGAGTCCTTCTGGCCCAT Carbone & Kohn 1999
ITS VoG TTAAGTCCCTGCCCTTTGTA  450-550 bp De Hoog & Gerrits van den
Ende 1998
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC White et al. 1990

Bu metotla yapilan tanimlamada kullanilan ydntem materyal metot boéluminde
verilmistir. Bu yéntemdeki PCR kosullari Aveskamp vd. (2009a) (ACT, TUB, ITS), Aveskamp
vd. (2009b) (ACT), De Gruyter vd. (2009) (LSU, SSU) ve Woudenberg vd. (2009) (ITS, TUB)

tarafindan gercgeklestirilen ¢alismalardakine gore belirlenmistir.

Literatirde Hurma zeytin olusumuna neden olan mikroorganizmanin Phoma oleae
isimli bir mantar oldugu belirtiimekle birlikte bu mikroorganizma ile ilgili hakkinda taksonomik
ve tarimsal alanlarda herhangi bir kayita rastlanmamistir (Kalogereas, 1932; Buzcu, 1969;
Boerema vd., 2004). Ancak bu konuda daha o6nce yapilan galismalarda arastirmada
kullanilan yontemler ve teknikler gz 6nune alindiginda c¢ok sinirh, daha az hassas ve

guvenilir sonugclar alinabilecegi aciktir.

CGalismada 18S ve 28S rRNA arasindaki genlerde yer alan, arada kalan ITS1 ve ITS2
olmak Uzere 2 bdlgeyi ve oldukga korunmus 5.8S rRNA genini kapsayan rRNA operonun
internal transcribed spacer (ITS) bolgesi segilmistir (White vd., 1990). Bu hedefin
segilmesinin baslica nedenleri rRNA operonun fungal genomda birden fazla kopya seklinde
bulunmasi (Rooney ve Ward, 2005), ITS bdlgesine dayanan tanimlama islemlerinin
belilenmis olmasi (lwen vd., 2002), ¢ok yakin turlerin daha iyi bir ayrimina izin veren ITS
bdlgesindeki sekans degiskenliginin bitisik rRNA kodlayan bélgelerden daha fazla olmasi
(Hinrikson vd., 2005) ve ITS sekanslarinin oldukca fazla sayida genel veritabaninda mevcut
olmasidir.

Yaptidimiz bu ¢alismada molekuler tekniklerle (PCR-Sekanslama) kuf tanimlamalari
amaciyla ITS geninin oldukc¢a iyi sonug verdigi gézlenmekle birlikte 6zellikle Phoma trlerinin
tanimlanmasinda veya Aspergillus ve Penicillium tdrlerinin tanimlanmasinda ACT veya TUB
genlerinin ilaveten sekanslanmasinin tam bir tanimlamaya ulasabilmek icin gerekli oldugu
gOzlenmistir (Tablo 25 -26).
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Hurma zeytinden Phoma turlerine spesifik ITS ve ACT genlerinin kullaniimasi
suretiyle gergeklestirilen direkt Phoma turlerinin tanimlanmasinin sonucunda Hurma zeytinin
olgunlagsma streci boyunca ilk haftadan baslamak tzere bulundugunu gostermistir (Tablo 25-
26, Sekil 32).

1 23 456 7 8 910 11121314151617 1819202122 2324252627
2829 30 31 32

Sekil 32. Lane 1-16 ITS/VG9 Lane 17-32 ACTIN primerleri kullaniimistir. Kodlar: 1 H1, 2 H2,
3 H3, 4 H4, 5 H5, 6 H6, 7 H7, 8 H8, 9 2H1, 10 2H2, 11 2H3, 12 2H4, 13 2H5, 14 2H6, 15
2H7, 16 2H8, 17 H1, 18 H2, 19 H3, 20 H4, 21 H5, 22 H6, 23 H7, 24 H8, 25 2H1, 26 2H2, 27
2H3, 28 2H4, 29 2H5, 30 2H6, 31 2H7, 32 2H8. Lane 1 (2H1) Botrysphaeria dothidea; lane 2
(2H2) No identification; lane 3 (2H6) Hypoxylon vinosopulvinatum; lane 4 (2H7) Penicillium
chrysogenum; lane 5 (2H8) Colletotrichum gloeosporioides; lane 6 (H1) Emericella
gingixianii; lane 7 (H2) Emericella variecolor; lane 8 (H6) Hypoxylon erythrostroma; lane 9
(2H1) Penicillium sp.; lane 10 (2H2) Aspergillus japonicus; lane 11 (2H6) Penicillium sp.; lane
12 (2H7) Penicillium chrysogenum; lane 13 (2H8) Aspergillus variecolor; Emericella nidulans;
lane 14 (H1) Aerobasidium proteae; Kabatiella microsticta; lane 15 (H2) Fusarium fujikuroi;
Gibberella moniliformis; lane 16 (H6) Kabatiella microsticta; Aerobasidium proteae
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Tablo 25. Hurma zeytinden Phoma tirlerine spesifik ITS ve ACT genlerinin kullaniimasi

suretiyle metot 1’e gore gerceklestirilen tanimlama sonuglari

Hurma Phoma Spesifik Primerle Molekiiler Accession Query ID %
Ornek Tanimlanan Tirler number cover
Kodu %
1 2H1 Botrysphaeria dothidea AY972117.1 68 95
Botrysphaeria ribis DQ267605.1 64 79
Dothiorella sp. Ef107755.1 38 90
2 2H3 Aspergillus niger AM270331.1 97 90
2HA4 Aspergillus niger AY951872.1 44 82
Nemania diffusa GQ389692.1 19 100
Biscogniauxia citriformis AY951790.1 11 94
4 2H5 Hormonema carpetanum AY616227.1 33 86
Kabatina juniperi AY616215.1 30 86
Sydowia polyspora AY616214.1 30 84
Diplodia seriata EU220455.1 25 84
5 H4 Hormonema carpetanum AY616227.1 79 81
Phoma clematidina FJ426882.1 72 80
Sydowia polyspora AY616214.1 79 78
Phoma sorghina FJ426954.1 73 78
Phoma narcissi FJ426931.1 82 76
6 H5 Hormonema carpetanum AY616227.1 75 80
Phoma clematidina FJ426882.1 68 81
Sydowia polyspora AY616214.1 75 78
Cladosporium perangustum HM148631.1 66 79
7 H7 Hypoxylon erythrostroma AY951827.1 40 78
Emericella gingixianii AB476787.1 42 77
Epicoccum nigrum FJ426891.1 43 77
Phaeoacremonium krajdenii AY579266.1 40 78
8 H8 Hormonema carpetanum AY616227.1 73 80
Phoma clematidina FJ426882.1 65 80
Phoma sorghina FJ426954.1 66 79
Kabatina juniperi AY616215.1 73 77
9 H1-OA-4 Botrysphaeria dothidea AY972117.1 97 99
Botrysphaeria berengiana JF501229.1 87 98
Diplodia scrobiculata AY253292.1 97 80
10 H1-OA-5 Colletotrichum gloeosporioides HQ846677.1 98 99
Pseudocercosporarhoina GU320474.1 99 80
Emericella foeniculicola AB476775.1 49 97
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Tablo 26. Hurma zeytinden Phoma tirlerine spesifik ITS ve ACT genlerinin kullaniimasi

suretiyle metot 2’'ye gére gerceklestirilen tanimlama sonuglari

code species Accession ID %
number
1 2H1 Botrysphaeria dothidea AY972117.1 99
2 2H2 No identification
3 2H6 Hypoxylon vinosopulvinatum AY951872.1 86
4 2H7 Penicillium chrysogenum AM920435.1 76
5 2H8 Colletotrichum gloeosporioides HQ846677.1 87
Aspergillus sp. DQ094853.1 85
H1 Emericella gingixianii AB476787.1 76
H2 Emericella variecolor A76794.1 71
Emericella gingixianii AB476787.1 71
8 H6 Hypoxylon erythrostroma AY9518827.1 78
Emericella gingixianii AB476787.1 77
9 2H1 Penicillium sp KF367504.1 99
10 2H2 Aspergillus japonicus KC128815.1 95
11 2H6 Penicillium sp. KF367536.1 91
12 2H7 Penicillium sp. AM901692.1 96
Penicillium chrysogenum HQ882177.1 96
13 2H8 Aspergillus variecolor HQ674656.1 97
Emericella nidulans HQ674655.1 97
14 H1 Aerobasidium proteae JN712492.1 96
Kabatiella microsticta EU167608.1 96
15 H2 Fusarium fujikuroi HF679024.1 98
Gibberella moniliformis EU364864.1 98
16 H6 Kabatiella microsticta EU167608.1 98
Aerobasidium proteae JN712492.1 98

4.2.5. Maya izolatlarinin Tanimlanmasi

ilk hasat yilindaki (2011) olgunlasma siirecinde gergeklestirilen analizler sonucunda
orneklerden toplam 48 maya izole edilirken ikinci hasat yilinda 146 izole edilmigtir (Tablo 27).
Zeytin Orneklerinden izole edilen mayalar (30 et) Candida guilliermondii, C. famata, C.
lusitaniae, Cryptococcus laurentii, Rhodotorula mucilaginosa, Trichosporan asabhii,

Stephanoascus ciferri olmak tzere ¢ogunlukla Candida (25) cinsine aittir (Sekil 33).
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Tablo 27. 2011 ve 2012 hasat yillarina ait olgunlagsma slirecinde érnekleme analiz zamanina

bagl olarak Hurma ve Gemlik zeytinleri, yapraklari ve bahcelerindeki hava kaynakli maya

izolat sayilari
2012 Hasat Yili Maya izolat sayilari
Hurma Gemlik Hava Toplam
Ornekleme Yaprak Zeytin Hurma Yaprak Zeytin Eglenhoca IYTE
Zamani (Hurma)  (Gemlik)
(Hafta)
1 - - - - - - - -
2 - - 8 - - - - 8
3 - - 1 - - - - 1
4 3 - 19 2 3 - - 27
5 2 - 1 1 - - -
6 1 - - - - - - 1
7 3 - - - 4 - - 7
8 - - - - - - - -
Toplam 9 - 29 3 7 - - 48
(%18.8) (%60.4) (%6.3) (%14.6
2012 Hasat Yili Maya izolat sayilari
Hurma Gemlik Hava Toplam
Ornekleme Yaprak Zeytin Hurma Yaprak Zeytin EglenHoca IYTE
Zamani (Hurma)  (Gemlik)
(Hafta)
1 3 - - - 1 1 - 5
2 10 - - 2 - 1 - 13
3 1 - - 2 - - - 3
4 9 - - 3 1 - - 13
5 11 - 5 6 11 2 - 35
6 11 1 11 11 5 2 - 41
7 10 - 8 10 1 - - 29
8 1 - 2 4 - - - 7
Toplam 57 1 26 38 19 6 - 146
(%39) (%0.7) (%17.8) (%26) (%13) (%4)

Hurma ve Gemlik yaprak 6rneklerinden izole edilen mayalar benzerlik gdstermektedir.

Elde edilen sonuglara gbére Hurma yaprak oOrneklerinden izole edilen mayalar, Hurma
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zeytinden izole edilen mayalarla benzerlik gosteren turlere sahip olmakla birlikte Candida
turlerini icermemesi agisindan farklidir. Hurma zeytin 6rneklerinden izole edilen maya turleri
cesitlilik gostermektedir ve Gemlik zeytininden izole edilen mayalardan farkhdir. Mayalarin
tanimlanmasinda kullanilan morfolojik, biyokimyasal ve molekiler testlerin sonuglari Tablo
28 ve 29'da verilmisgtir.

Son yillarda mayalarin tanimlanmasinda molekuler yontemler kullaniimaktadir. Maya
turlerinin tanimlanmasinda kullanilan en gecgerli molekiler yontemler 5.8S, 18S ve 26S
ribozomal genlerin gesitliliine dayanmaktadir (Kurtzman, 1992; Cai vd., 1996; James vd.,
1996). Daha o6nceki calismalarin sonuglari karmasik ITS bdlgelerinin (non-coding ve
degisken) ve 5.8S rRNA geni (coding and korunmus), 18S ve 26S rRNA genlerinden daha
fazla interspesifik farklliklar gostermekten ¢ok uzak oldugu icin, yakin fungal filogenetik
iliskileri 6lcmede faydali oldugunu gdstermistir (Kurtzman, 1992; Cai vd., 1996; James vd.,
1996). www.yeastid. com (Valencia University and CSIC, Spain) da maya tirlerinin buyuk bir
cogunlugu icin 5.8S rRNA-ITSs'den amplifiye edilmis Cfol, Haelll, Hinfl and ScrFl
endonuikleazlarla Uretilen restriksiyon patternleri mevcuttur (Esteve-Zarzoso vd., 1999).

Bilgimiz dahilinde zeytinden izole edilen mayalarin tanimlanmasinda molekuler
yontemlerin kullanildigi ¢ok az ¢alisma bulunmaktadir (Arroyo-Lopez vd., 2006). Gunumuze
kadar Hurma zeytinin olusumu slrecinde mikroorganizmalarin tanimlanmasinda molekuler
yontemlerin kullanildigi herhangi bir calisma mevcut degildir. Gergeklestirdigimiz bu ¢alisma
sonucunda 2011 ve 2012 yillarinda olgunlagsma periyodu stiresince izole edilen mayalarin
hasat yillari agisindan az da olsa farkhlik g&stermekle birlikte, genellikle benzer maya
tirlerine sahip oldugu gozlenmistir. Orneklerden izole edilen mayalar molekiler yontemle
2011 yihnda c¢ogunlukla Candida diddensiae; Debaryomyces hansenii; Metschnikowia
viticola; Candida zeylanoides; Aureobasidium pullulans; Metschnikowia pulcherrima;
Rhodotorula mucilaginosa olarak tanimlanirken 2012 yilinda ise Aureobasidium pullulans;
Fungal sp.; Cryptococcus albidus; Rhodotorula mucilaginosa; Cryptococcus aerius;
Sporidiobolus pararoseus; Candida pimensis; Mortierella indohii; Sporidiobolus salmonicolor;
Cryptococcus magnus; Metschnikowia sp.; Pseudozyma hubeiensis; Metschnikowia
pulcherrima olarak tanimlanmigtir (Sekil 33-34). 2012 hasat yilina ait maya turlerinin dnceki

yila gére daha fazla gesitlilik gosterdigi belirtilebilir.
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Sekil 33 a ve b. 2011 yili zeytin maya izolatlarinin PCR Urunlerinin agaroz jel elektroforez
gOruntisu. Lane 4-5: Candida diddensiae; Lane 6-7, 9, 9b2, 10, 21: Debaryomyces hansenii;
Lane 11, 18, 22-30; 34-35, 36k, 37-39: Metschnikowia viticola; Lane 20: Candida
zeylanoides; Lane 31-32, 40, 42, 49: Aureobasidium pullulans; Lane 33: Metschnikowia
pulcherrima; Lane 41, 43a, 43k, 50, 53-56: Rhodotorula mucilaginosa; Lane 9b1, 19, 44-46,
48, 51-52: unidentified; GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder. N: negatif kontrol
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50 55 60

(b)

Sekil 34 a ve 1b. 2012 yili zeytin maya izolatlarinin PCR Urunlerinin agaroz jel elektroforez
gorintusu. Lane 1-4, 6-11, 14-19, 22-25, 27-29, 31, 35-37, 39-40, 44-47, 50-55, 57-58, 60-
61, 64-74, 77, 79-82; 84-85, 87, 91, 93, 95-99, 101-105, 108, 110-111, 114, 118, 121-124,
127, 130, 134, 138, 140, 143, 145-146: Aureobasidium pullulans; Lane 5, 12-13, 20-21, 26,
32, 56: Fungal sp.; Lane 30, 34, 38, 78: Cryptococcus albidus; Lane 42-43, 63: Rhodotorula
mucilaginosa; Lane 48, 59: Cryptococcus aerius; Lane 62: Sporidiobolus pararoseus; Lane
75, 128, 144: Candida pimensis; Lane 76: Mortierella indohii; Lane 83, 112: Sporidiobolus
salmonicolor; Lane 88: Cryptococcus magnus; Lane 89, 100: Metschnikowia sp.; Lane 90,
139: Pseudozyma hubeiensis; Lane 92: Metschnikowia pulcherrima; Lane 33, 41, 49, 86, 94,
106-107, 109, 113, 115-117, 119-120, 125-126, 129, 131-133, 135-137, 141-142:
unidentified; GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder. (a) Lane 1-76. (b) Lane 77-146. N: Negatif
kontrol
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Tablo 28. 2011 yii Erkence ve Gemlik zeytinlerinden, zeytin yapraklarindan ve zeytin

bahgelerinin hava 6rneklerinden maya izolatlarinin kudltirel, APl ve molekuler yontemlerle

tanimlama sonugclarinin karsilastirmasi

Izolat
Kodu

4-HO

5-HO

6-HO

7-HO

9-HO

9b1-HO

9b2-HO

10-HO

11-HO

18-HL

19-HL

Kiiltirel
Tanimlama

Candida
guilliermondii  (see
also C. famata and
C. norvegensis)
Candida
guilliermondii  (see
also C. famata and
C. norvegensis)
Candida
guilliermondii  (see
also C. famata and
C. norvegensis)

if  Galacticol +,
Candida haemulonii;
if - Candida
glabrata/C.norvegen
sis (Pichia
norvegensis)
Candida
guilliermondii  (see
also C. famata and
C. norvegensis)

if  Galacticol +,
Candida haemulonii;

if - Candida
glabrata/C.norvegen
sis (Pichia

norvegensis)

Candida famata
if Galacticol +,
Candida haemulonii;

if - Candida
glabrata/C.norvegen
sis (Pichia

norvegensis)

Candida tropicalis

if DBB +,
Trichosporon
avoides complex. If -
, Geotrichum
fermentans

if  Galacticol +,
Candida haemulonii;

if - Candida
glabrata/C.norvegen
sis (Pichia

norvegensis)

API Kit Tanimlama

Candida
guilliermondii

Candida
guilliermondii

Candida
guilliermondii

Candida
guilliermondii

Candida
famata

Candida

lusitaniae

Trichosporan
asahii

Trichosporan
asahii

MAX
ID
(%)

90,2

90,2

90,2

88,7

99,8

81,5

Molekiiler Tanimlama

Candida
diddensiae

Candida
diddensiae

Debaryomyces
hansenii

Debaryomyces
hansenii

Debaryomyces
hansenii

unidentified

Debaryomyces
hansenii
Debaryomyces
hansenii

Metschnikowia
viticola
Metschnikowia
viticola

unidentified

MAX
ID
(%)
99

99

100

100

94

94

99

98

99

GenBank
Accession
Number
KC253978.1

KC253978.1

HF545662.1

HF545662.1

HF545662.1

HF545662.1

HF545662.1

NR_077083.1

EU555304.1

88



20-HL

21-HO

22-HO

23-HO

24-HO

25-HO

26-HO

27-HO

28-HO

29-HO

30-HO

31-HO

32-HO

Cryptococcus
laurentii

if Rhamnose +,
Candida lusitaniae;
if - Candida
tropicalis/C.
viswanathii

if Rhamnose +,
Candida lusitaniae;
if - Candida
tropicalis/C.
viswanathii

if Rhamnose +,
Candida lusitaniae;
if - Candida
tropicalis/C.
viswanathii

if Rhamnose +,
Candida lusitaniae;
if -, Candida
tropicalis/C.
viswanathii

if Rhamnose +,
Candida lusitaniae;
if -, Candida
tropicalis/C.
viswanathii

if Rhamnose +,
Candida lusitaniae;
if -, Candida
tropicalis/C.
viswanathii

if Rhamnose +,
Candida lusitaniae;
if -, Candida
tropicalis/C.
viswanathii

if Rhamnose +,
Candida lusitaniae;
if -, Candida
tropicalis/C.
viswanathii

if Rhamnose +,
Candida lusitaniae;
if -, Candida
tropicalis/C.
viswanathii
Candida
guilliermondii  (see
also C. famata and
C. norvegensis)

if Galacticol +,
Candida haemulonii;
if -, Saccharomyces
cerevisiae

if Galacticol +,
Candida haemulonii;
if -, Saccharomyces
cerevisiae

Cryptococcus
humicola

Candida
lusitaniae

Candida
lusitaniae

Candida
lusitaniae

Candida
lusitaniae

Candida
lusitaniae

Candida
lusitaniae

Candida
lusitaniae

Candida
lusitaniae

Candida
lusitaniae

Candida
famata

Cryptococcus
laurentii

Cryptococcus
laurentii

76,4

52,1

52,1

52,1

52,1

52,1

52,1

52,1

52,1

52,1

78,4

68,1

99,8

Candida
zeylanoides
Debaryomyces
hansenii

Metschnikowia
viticola

Metschnikowia
viticola

Metschnikowia
viticola

Metschnikowia
viticola

Metschnikowia
viticola

Metschnikowia
viticola

Metschnikowia
viticola

Metschnikowia
viticola

Metschnikowia
viticola

Aureobasidium
pullulans

Aureobasidium
pullulans

92

97

98

98

98

98

98

98

98

98

98

98

99

FR676936.1

AB500695.1

NR_077083.1

NR_077083.1

NR_077083.1

NR_077083.1

NR_077083.1

NR_077083.1

NR_077083.1

NR_077083.1

NR_077083.1

JX462673.1

HQ267771.1
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33-HO

34-HO

35-HO

36k-HO

37-HO

38-HO

39-HO

40-GL

41-GL

42-GL

43a-GO

43k-GO

44-HL
45-GO

if Rhamnose +,

Candida lusitaniae;
if - Candida
tropicalis/C.
viswanathii
if Rhamnose +,
Candida lusitaniae;
if - Candida
tropicalis/C.
viswanathii

if Galacticol +,
Candida haemulonii;

if - Candida
glabrata/C.norvegen
sis (Pichia

norvegensis)

if Rhamnose +,
Candida lusitaniae;
if - Candida
tropicalis/C.
viswanathii

if Rhamnose +,
Candida lusitaniae;
if -, Candida
tropicalis/C.
viswanathii

if Rhamnose +,
Candida lusitaniae;
if - Candida
tropicalis/C.
viswanathii

if Rhamnose +,
Candida lusitaniae;
if -, Candida
tropicalis/C.
viswanathii

if Galacticol +,
Candida haemulonii;
if -, Saccharomyces
cerevisiae
Rhodotorula
mucilaginosa
Cryptococcus
laurentii

if DBB +,
Trichosporon
avoides complex. if -
, Geotrichum
capitatum. But pink:
R.mucilaginosa

if Galacticol +,
Candida haemulonii;

if - Candida
glabrata/C.norvegen
sis (Pichia

norvegensis)

if Methanol +, Pichia
angusta; if-, P.jadinii
Candida famata

Candida

lusitaniae 52,1
Candida

lusitaniae 52,1
Candida

lusitaniae 52,1
Candida

lusitaniae 52,1
Candida

lusitaniae 52,1
Candida

lusitaniae 52,1
Cryptococcus
uniguttulatus 99,9
Cryptococcus
uniguttulatus 99,9
Cryptococcus

laurentii 98,8
Geotrichum

capitatum 66,6
Stephanoascus

ciferri 99,9

Stephanoascus 99,8

Metschnikowia
pulcherrima

Metschnikowia
viticola

Metschnikowia
viticola

Metschnikowia
viticola

Metschnikowia
viticola

Metschnikowia
viticola

Metschnikowia
viticola

Aureobasidium
pullulans

Rhodotorula
mucilaginosa
Aureobasidium
pullulans
Rhodotorula
mucilaginosa

Rhodotorula
mucilaginosa

unidentified

unidentified

97

98

98

98

98

98

98

99

99

99

99

99

EU137672.1

NR_077083.1

NR_077083.1

NR_077083.1

NR_077083.1

NR_077083.1

NR_077083.1

HQ267771.1

FN428885.1

HQ267771.1

FN428885.1

FN428885.1
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46-HL

48-HO

49-GL

50-GL

51-GL

52-GL

53-HL

54-HL

55-HL

56-HL

if DBB +,
Trichosporon
avoides complex. if -
, Geotrichum
fermentans

Candida famata
Candida
guilliermondii  (see
also C. famata and
C. norvegensis)
Rhodotorula
mucilaginosa

Candida famata
Candida
guilliermondii  (see
also C. famata and
C. norvegensis)
Rhodotorula
mucilaginosa
Rhodotorula
mucilaginosa
Rhodotorula
mucilaginosa
Rhodotorula
mucilaginosa

ciferri

Trichosporan
asahii

Stephanoascus

ciferri

Cryptococcus
laurentii
Cryptococcus
laurentii
Cryptococcus
laurentii

Stephanoascus

ciferri
Rhodotorula
mucilaginosa 2
Rhodotorula
mucilaginosa 2
Trichosporan
asahii
Rhodotorula
mucilaginosa 2

99,9

99,8

99,4
99,4

98,2

99,9
99,5
99,9
99,9

99,9

unidentified

unidentified

Aureobasidium
pullulans

Rhodotorula
mucilaginosa
unidentified

unidentified

Rhodotorula
mucilaginosa
Rhodotorula
mucilaginosa
Rhodotorula
mucilaginosa
Rhodotorula
mucilaginosa

99

99

99

99

99

99

KC544477.1

EF190221.1

EF190221.1

EF190221.1

EF190221.1

EF190221.1
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Tablo 29. 2012 yii Erkence ve Gemlik zeytinlerinden, zeytin yapraklarindan ve zeytin
bahgelerinin hava 6rneklerinden maya izolatlarinin kudltirel, APl ve molekuler yontemlerle

tanimlama sonugclarinin karsilastirmasi

Izolat Molekiiler Tanimlama
Kodu MAX ID GenBank
(%) Accession Number

1-A Aureobasidium pullulans 99 JX462673.1
2-HL Aureobasidium pullulans 99 JX462673.1
3-HO Aureobasidium pullulans 99 JX462673.1
4-HO Aureobasidium pullulans 99 JX462673.1
5-GO Fungal sp. 96 KF212258.1
6-HL Aureobasidium pullulans 99 JX462673.1
7-HO Aureobasidium pullulans 99 JX462673.1
8-HO Aureobasidium pullulans 99 JX462673.1
9-GO Aureobasidium pullulans 99 JX462673.1
10-HO Aureobasidium pullulans 99 JX462673.1
11-HO Aureobasidium pullulans 99 JX462673.1
12-HL Fungal sp. 96 KF212258.1
13-HL Fungal sp. 96 KF212258.1
14-HL Aureobasidium pullulans 99 JX462673.1
15-HL Aureobasidium pullulans 99 JX462673.1
16-GL Aureobasidium pullulans 99 JX462673.1
17-HL Aureobasidium pullulans 99 JX462673.1
18GO Aureobasidium pullulans 99 JX462673.1
19-HO Aureobasidium pullulans 99 JX462673.1
20-GO Fungal sp. 96 KF212258.1
21-HO Fungal sp. 96 KF212258.1
22-HO Aureobasidium pullulans 95 HQ267773.1
23-HL Aureobasidium pullulans 95 HQ267773.1
24-GL Aureobasidium pullulans 95 HQ267773.1
25-HL Aureobasidium pullulans 95 HQ267773.1
26-HL Fungal sp. 96 KF212258.1
27-HL Aureobasidium pullulans 95 HQ267773.1
28-GL Aureobasidium pullulans 95 HQ267773.1
29-HL Aureobasidium pullulans 95 HQ267773.1
30-HL Cryptococcus albidus 99 KC254020.1
31-HL Aureobasidium pullulans 95 HQ267773.1
32-GL Fungal sp. 96 KF212258.1
33-HL unidentified - -

34-GL Cryptococcus albidus 99 KC254020.1
35-GL Aureobasidium pullulans 95 HQ267773.1
36-HL Aureobasidium pullulans 95 HQ267773.1
37-GL Aureobasidium pullulans 95 HQ267773.1
38-HL Cryptococcus albidus 99 KC254020.1
39-HO Aureobasidium pullulans 99 JX462673.1
40-HL Aureobasidium pullulans 99 JX462673.1
41-GL Unidentified - -

42-A Rhodotorula mucilaginosa 90 KC544481.1
43-A Rhodotorula mucilaginosa 90 KC544481.1
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44-HL
45-HL
46-GL
47-HL
48-HL
49-HL
50-HL
51-GL
52-GL
53-HL
54-HL
55-GL
56-GL
57-HL
58-GL
59-HL
60-GL
61-GL
62-HL
63-HL
64-HL
65-HL
66-HL
67-HL
68-GL
69-HL
70-GL
71-HL
72-HO
73-GL
74-GL
75-GO
76-GO
77-GO
78-HO
79-HL
80-GL
81-HL
82-HL
83-HO
84-HO
85-GL
86-A

87-HO
88-GL
89-GO
90-HO
91-GO
92-GO
93-GO
94-GO

Aureobasidium pullulans
Aureobasidium pullulans
Aureobasidium pullulans
Aureobasidium pullulans
Cryptococcus aerius
Unidentified
Aureobasidium pullulans
Aureobasidium pullulans
Aureobasidium pullulans
Aureobasidium pullulans
Aureobasidium pullulans
Aureobasidium pullulans
Fungal sp.
Aureobasidium pullulans
Aureobasidium pullulans
Cryptococcus aerius
Aureobasidium pullulans
Aureobasidium pullulans
Sporidiobolus pararoseus

Rhodotorula mucilaginosa

Aureobasidium pullulans
Aureobasidium pullulans
Aureobasidium pullulans
Aureobasidium pullulans
Aureobasidium pullulans
Aureobasidium pullulans
Aureobasidium pullulans
Aureobasidium pullulans
Aureobasidium pullulans
Aureobasidium pullulans
Aureobasidium pullulans
Candida pimensis
Mortierella indohii
Aureobasidium pullulans
Cryptococcus albidus
Aureobasidium pullulans
Aureobasidium pullulans
Aureobasidium pullulans
Aureobasidium pullulans

Sporidiobolus salmonicolor

Aureobasidium pullulans
Aureobasidium pullulans
Unidentified
Aureobasidium pullulans
Cryptococcus magnus
Metschnikowia sp.
Pseudozyma hubeiensis
Aureobasidium pullulans

Metschnikowia pulcherrima

Aureobasidium pullulans
Unidentified

99
99
99
99
93

99
99
99
99
99
99
96
99
99
98
99
99
97
99
90
90
90
90
90
90
90
90
90
88
90
96
83
90
99
90
90
90
90
99
89
89

91
100
97

99

97
99

93

JX462673.1
JX462673.1
JX462673.1
JX462673.1
JN942258.1
JX462673.1
JX462673.1
JX462673.1
JX462673.1
JX462673.1
JX462673.1
KF212258.1
JX462673.1
JX462673.1
AF145324.1
JX462673.1
JX462673.1
JQ425362.1
KC544481.1
HQ267773.1
HQ267773.1
HQ267773.1
HQ267773.1
HQ267773.1
HQ267773.1
HQ267773.1
HQ267773.1
HQ267773.1
KC544477.1
HQ267773.1
FJ623594.1
EU688967.1
HQ267773.1
KC254020.1
HQ267773.1
HQ267773.1
HQ267773.1
HQ267773.1
AF444611.1
HQ267771.1
HQ267771.1
HQ267773.1
EU413891.1
DQ367882.1
HQ832814.1
KC544477.1
EU137672.1
KC544477.1



95-GL
96-GO
97-GO
98-HL
99-HL
100-GO
101-Go
102-HL
103-HL
104-GL
105-GL
106-HL
107-HL
108-GO
109-HL
110-GL
111-HL
112-GL
113-HO
114-HL
115-HL
116-GL
117-HL
118-GL
119-HO
120-HO
121-GL
122-GL
123-HO
124-GL
125-HO
126-GL
127-GO
128-HL
129-HL
130-GL
131-HO
132-HO
133-HL
134-HL
135-HO
136-GO
137-GL
138-HO
139-A
140-A
141-HL
142-HO
143-GO
144-GL
145-HL

Aureobasidium pullulans
Aureobasidium pullulans
Aureobasidium pullulans
Aureobasidium pullulans
Aureobasidium pullulans
Metschnikowia sp.
Aureobasidium pullulans
Aureobasidium pullulans
Aureobasidium pullulans
Aureobasidium pullulans
Aureobasidium pullulans
Unidentified

Unidentified
Aureobasidium pullulans
Unidentified
Aureobasidium pullulans
Aureobasidium pullulans

Sporidiobolus salmonicolor

Unidentified
Aureobasidium pullulans
Unidentified

Unidentified

Unidentified
Aureobasidium pullulans
Unidentified

Unidentified
Aureobasidium pullulans
Aureobasidium pullulans
Aureobasidium pullulans
Aureobasidium pullulans
Unidentified

Unidentified
Aureobasidium pullulans
Candida pimensis
Unidentified
Aureobasidium pullulans
Unidentified

unidentified

Unidentified
Aureobasidium pullulans
Unidentified

Unidentified

Unidentified
Aureobasidium pullulans
Pseudozyma hubeiensis
Aureobasidium pullulans
Unidentified

Unidentified
Aureobasidium pullulans
Candida pimensis
Aureobasidium pullulans

FJ228168.1
FJ228168.1
FJ228168.1
FJ228168.1
FJ228168.1
DQ367882.1
FJ228168.1
FJ228168.1
FJ228168.1
FJ228168.1
FJ228168.1

FJ228168.1
FJ228168.1
FJ228168.1
AF444611.1
FJ228168.1
FJ228168.1

FJ228168.1
FJ228168.1
FJ228168.1
FJ228168.1

FJ228168.1
FJ623594.1
FJ228168.1
FJ228168.1

FJ228168.1
HQ832814.1
FJ228168.1

FJ228168.1
FJ623594.1
FJ228168.1



146-HO Aureobasidium pullulans 99 FJ228168.1

HO: Hurma zeytini, ERK: Erkence zeytini, HL: Hurma zeytin yapragi, A; Hurma-Erkence

bahgesi hava 6rnegi

4.3. Kimyasal ve Mikrobiyolojik Veriler Arasindaki Baglantilar

Elde edilen kimyasal ve mikrobiyolojik veriler arasinda herhangi bir baglanti olup
olmadigini tespit etmek amaci ile kimyasal parametreler (toplam fenol igerigi, dnemli
fenollerin konsantrasyonlari, toplam geker ve toplam organik asit miktarlari), toplam aerobik
mezofil ve toplam maya ve kif sayilarina karsi gizdirilmigtir.

Yillara gore her Ug¢ zeytin tipi icin de toplam fenol icerigine karsi toplam mezofil bakteri
ve toplam maya ve kif grafikleri Sekil 35’de verilmigtir. Lineer bir trend gértilmemekle birlikte
Hurma genel olarak diger zeytin tiplerine gbre daha ylksek toplam aerobik mezofilik
mikroorganizma ve toplam maya ve kuf sayisina sahipken bu zeytin i¢in toplam fenol igerigi
daha dusuktir. Bu durum ikinci yil drneklerinde daha belirgindir. Buna karsilik Erkence, Ug¢
zeytin arasinda en ylksek fenol igerigine ve daha dusik seviyelerde mezofilik
mikroorganizma ve maya ve kuf sayilarina sahip olan zeytindir. Bu nedenle zeytin Gzerinde
bulunan mikroorganizma sayisinin zeytinin toplam fenol iceriginden etkilendigi sonucuna
varilabilir. Fenolik bilegenlerin antimikrobiyal 6zellikleri oldugu cesitli calismalarda ortaya
konmustur. Bu nedenle bu sonug¢ beklenen bir durumdur. Konuyu daha detayli incelemek
amaci ile zeytinde bulunan baglica bazi fenolik bilesenlere kargi da mikroorganizma sayilari
cizdirilmistir (Sekil 36-37).

Oleuropeine kargi mezofilik mikroorganizma ve maya ve kuf sayimlari iki hasat yili
icin Sekil 36 a-d’de gdsterilmistir. Bu grafiklere gére Hurma, genel olarak daha disik
oleuropein icerirken mezofilik bakteri ve maya ve kiif sayilari daha yiiksektir. ilk yil Gemlik
zeytininin oleuropein miktari digerlerine gbére daha ylksektir ve artan oleuropein miktari ile
mezofilik bakteri sayisinin distiga gorilmektedir. Maya ve kif sayimlarina bakildiginda yine
Hurma igin digerlerine gére daha ylksek sayimlar gértlmekle birlikte mezofilik bakteri
sayilarinda oldugunun aksine fenolik madde miktari ile baglanti gok belirgin degildir.

Sekil 36 e-h hidroksityrosol ve mikrobiyal populasyon arasindaki iligkileri
géstermektedir. Iki hasat yilinda da Gemlik zeytini daha yiiksek oranlarda hidroksityrosol
icermektedir ancak Gemlik zeytininde maya ve kuf sayilari Hurma ile ayni seviyelerdedir.
Ayrica ilk yil Hurma’nin hidroksityrosol igerigi Erkence’den daha yiksek olmasina ragmen
Hurma’nin mezofilik bakteri sayisi Erkence’den daha fazladir. ikinci yilda ise Hurma ve
Erkence igin hidroksityrosol seviyeleri hemen hemen ayni aralikta degismesine ragmen yine

Hurma’nin mezofilik bakteri ve maya ve kuf sayilari daha yuksektir. Bu da hidroksityrosol’'un
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Sekil 35. 2011/12 toplam fenol miktari verilerine karsi a) toplam aerobik mezofilik
mikroorganizma sayisi b) toplam maya ve kif sayisi; 2012/13 toplam fenol miktari verilerine

karsi c) toplam aerobik mezofilik mikroorganizma sayisi d) toplam maya ve kif sayisi
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Sekil 36. iki hasat yili oleuropein miktari verilerine kargi toplam aerobik mezofilik mikroorganizma sayisi (a ve c) ile toplam maya ve kuf

sayisi (b ve d) ve iki hasat yili hidroksityrosol miktari verilerine karsi toplam aerobik mezofilik mikroorganizma sayisi (e ve g) ile toplam maya

ve kif sayisi (f ve h)
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Sekil 37. iki hasat yili apigenin miktari verilerine karsi toplam aerobik mezofilik mikroorganizma sayisi (a ve c) ile toplam maya ve kiif sayisi
(b ve d) ve iki hasat yili verbaskozit miktari verilerine karsi toplam aerobik mezofilik mikroorganizma sayisi (e ve g) ile toplam maya ve kuf
sayisi (f ve h)
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bu zeytinlerin florasi Uzerinde konsantrasyona bagli bir antimikrobiyal etkisi olmadigini
gOstermektedir.

Apigenin ile zeytinlerin mikrobiyal populasyonlari arasindaki baglanti ilk hasat yil icin
¢ok belirgin degildir (Sekil 37 a-d). Ancak ikinci hasat yilinda daha dusik apigenin
konsantrasyonuna sahip olan Hurma’nin mezofilik bakteri, maya ve kuf sayilarinin daha
yuksek oldugu goériimektedir. Yine yuksek apigenin seviyelerine sahip olan Erkence igin
daha disiik mikrobiyal sayilar séz konusudur. ilk yilla ikinci yil arasindaki farklilik bu fenolik
bilesenin konsantrasyonundan kaynaklaniyor olabilir: ikinci yil i¢in apigenin konsantrasyonlari
batin zeytinler igin ilk yila gére ¢ok daha dusuktur. Dolayisi ile ikinci yilda konsantrasyona
bagl bir etki varken ilk yil belirli bir seviyenin Ustliinde etki, konsantrasyondan bagimsiz bir
hale gelmis olabilecedi gibi etki yok olmus da olabilir.

ilk hasat yilinda diger bir fenolik bilesen olan verbaskozit konsantrasyonu ile
mikrobiyal sayimlar arasinda bir baglanti goriilmemistir (Sekil 37 e-h). ikinci yil ise Gemlik
diger zeyinlere gore daha genis bir aralikta verbaskozit degerlerine sahipken maya ve kiif
sayilari Hurma ile ayni seviyelerdedir. Yine Hurma ve Erkence benzer seviyelerde olmasina
ragmen Hurma daha ylksek mezofilik bakteri ve maya ve kiif sayilarina sahiptir. Bu nedenle
verbaskozit ile zeytin Uzerinde bulunan mikrobiyal populasyon arasinda bir baglanti
g6rilmedigi soylenebilir.

Zeytinlerin toplam seker iceriklerine karsilik aerobik mezofilik bakteri ve maya ve kif
sayllari Sekil 38'de gésterilmistir. ilk yil zeytinlerin seker icerikleri hemen hemen benzer
araliklarda iken Hurma en yiiksek bakteri ve maya ve kiif sayilarina sahiptir. ikinci yilda ise
Erkence’nin toplam seker seviyeleri digerlerine gore dah genis bir aralikta ve daha ylksek
seviyelerde iken mikroorganizma sayilari daha dusiktir. Bu nedenle seker miktari ile
mikroorganizma sayisi arasinda bir baglanti oldugu sdylenebilir. Artan seker
konsantrasyonunun mikroorganizmalarin buyumesini engelleyici roli bilinen bir durumdur.

Toplam organik asit miktarlari da aerobik mezofilik bakteri ve maya ve kuf sayilarina
gore cizdirilmistir (Sekil 39). Toplam organik asit miktarlari bitin zeytin tipleri igin benzer

seviyelerdedir ve mikroorganizma sayilar ile asit icerigi arasinda bir baglanti kurulamamistir.
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Sekil 38. 2011/12 toplam seker miktari verilerine kargi a) toplam aerobik mezofilik
mikroorganizma sayisi, b) toplam maya ve kuf sayisi; 2012/13 toplam seker miktari verilerine

karsi c) toplam aerobik mezofilik mikroorganizma sayisi, d) toplam maya ve kif sayisi
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Sekil 39. 2011/12 toplam organik asit miktari verilerine karsi a) toplam aerobik mezofilik
mikroorganizma sayisi, b) toplam maya ve kif sayisi; 2012/13 toplam organik asit miktari
verilerine karsi c) toplam aerobik mezofilik mikroorganizma sayisi, d) toplam maya ve kuf

saylsl

5.SONUGLAR

Bu galismada Hurma (dalinda tathlasan Erkence zeytini), Erkence ve Gemlik tipi
zeytinlerin kimyasal ve mikrobiyolojik karakterizasyonu olgunlagsma surecinde iki hasat yil
boyunca izlenmigtir ve Ozellikle dalinda tatllasmaya neden olan faktérler aydinlatiimaya

calisiimistir.
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Hurma zeytinin toplam fenol iceridinin ve hemen hemen fenol profilindeki tim
bilesiklerin kompozisyonlarinin Erkence ve Gemlik zeytinlerine gére daha disik oldugu
tespit edilmistir. Cok dediskenli bir istatistiksel analiz teknigi olan PCA, fenol igerigine goére
Hurma, Erkence ve Gemlik tipleri arasinda ayrisma saglamaktadir. Ayrica fenol profili hasat
yilina gore de farklilagsmaya neden olmaktadir.

Glukoz ve manitol, s6zi edilen U¢ zeytin tipi icin baslica seker ve polyol olarak
belirlenmigtir. Bu zeytinlerde tespit edilen baslica organik asitler ise sitrik ve malik asitlerdir.
PCA’ye goére seker ve organik asit profili zeytin tlrd acisindan bir farklilasmaya neden
olmazken hasat ylina gére bir ayrim saglamislardir.

Oleik asit, beklendigi gibi bitlin zeytin tipleri icin baslica yag asididir. Hurma, linoleik
asit icerigi en ylksek olan zeytindir. Yag asidi profili, fenol profilinde oldugu gibi zeytin
tiplerine ve hasat yilina bagl olarak ayrisma saglayan bir parametredir.

Daha &nceki calismalarda dalinda tatlilasma slrecinin B-glukosidaz ve esteraz
enzimlerinin aktiviteleri ile ilgili olabilecegi ve bunun sonucunda da fenolik bilesiklerin
kompozisyonlarinda disls oldudu bildiriimigtir (Jemai vd., 2009). Bu c¢alisma onceki
¢alismayl dogrulamakta ayrica sadece fenollerin degil yad asitlerinin de bu sirecgten
etkilendigini ortaya koymaktadir. Bu slrecte Hurma’nin digerlerine gére daha disuk olan
oleik asit/linoleik asit ve MUFA/PUFA degerlerinden dolay! desaturase enzim aktivitesinin de
arttigi disinilmektedir. Bu hipotez, literatlirde bu yondeki ilk bildirimdir.

Hurma zeytinden izole edilen mikroorganizmalar Erknce ve Gemlik zeytinlerine gore
oldukga farkhlik ve cesitlilik gostermekte ve potansiyel bitki patojenlerini, firsatgi
(opportunistic) insan patojenlerini, mikotoksin Uretebilme potansiyeli olan kuaf tdrlerini
icermektedir. Botryosphaeria familyasinin 18 anamorphu mevcuttur. Diplodia turleri bu
anamorphlardan biridir ve Phoma section iginde yer almaktadir ve Hurma zeytinde
saptanmistir. Hurma zeytinden Phoma tirlerine spesifik ITS ve ACT genlerinin kullaniimasi
suretiyle gergeklestirilen direkt Phoma turlerinin tanimlanmasi sonucunda Hurma zeytinin
olgunlagma sureci boyunca bu turun ilk haftadan baglamak Uzere bulundugu gorulmugtar.
Hurma zeytinde mikroorganizma seviyelerinin diger zeytin cesitlerine gore yuksekligi bu
zeytinin daha dusuk olan fenol icerigi ile iligkilendirilebilir. Ancak diger incelenen kimyasal
parametreler ile zeytinlerin mikrobiyal yukleri arasinda bir baglanti g6zlenmemistir.

Hurma zeytinin dusuk su aktivitesinde gelisebilme 6zelligine sahip fungal yuku, islem
gbérmeyen bu zeytin Grdndnidn potansiyel bozulma florasini olusturmaktadir. Bunun yani sira
tuz icermeyen veya salamura yapilmadan, agacindan dogrudan piyasaya saglikli alternatif
bir Grdn olarak sunulabilen Hurma zeytini, mikrobiyal yiku ve tanimlanan patojen bakterileri

azaltmak ve kontrol edebilmek amaciyla yikanarak tiketime sunulmali ve tehlikeleri kontrol
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edebilmek icin ambalajlanmaldir. Calismanin sonuglari gida guvenligi uygulamalari ve

HACCP yaklagiminin gerekliligini gostermektedir.
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