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Heliotropium thermophilum BITKISINDE SICAKLIGIN FOTOSENTEZ
UZERINE ETKISI

Sevgi KONAR

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Asim KADIOGLU
2016, 50 Sayfa

Bu c¢alismada endemik ve termofil bir ¢igekli bitki olan Heliotropium thermophilum
(Boraginaceae)’da yiiksek sicaklik ve fotosentez arasindaki iliski arastirilmistir. BitKiler,
Aydin ili Buharkent Jeotermal alanindan temin edilmistir. Jeotermal alanm 20-30 °C’lik
kisminda biiyiiyen bitkiler kontrol grubu, 55-65 °C’de biiyiiyenler ise deney grubu olarak
degerlendirilmistir. Bu iki ortamdaki bitkilerde ¢igeklenme Oncesi ve ¢igeklenme sonrasi
olmak tizere 2 farkli biiyiime periyodunda fizyolojik analizler yapilmistir. Yiiksek sicaklik
kosullarindaki Heliotropium thermophilum bitkisinde sicakligin fotosentez tizerindeki
etkilerini belirlemek i¢in Oncelikle bitkilerin sahip oldugu stres derecesini belirlemek
amaciyla yapraklarda su potansiyeli, lipid peroksidasyonu ve hidrojen peroksit ol¢iimleri
yapilmistir. Daha sonra ise fotosentetik gaz degisimi, klorofil floresansi, hiicre membran
kararlilig1, baz1 fotosentetik enzim aktiviteleri (rubisco ve invertaz) ile klorofil ve nisasta
iceriklerinde degisimler belirlenmistir. Stres durumunu belirlemek i¢in yapilan calisma
sonucunda fazla bir degisim olmadigr goriilmiistiir ve bitkinin strese toleransli oldugu
anlagilmistir. Yapilan diger analizlerde ise klorofil floresans parametrelerinde genel bir
artts gozlenmekle birlikte Fv/Fm oraninda degisim goriilmemistir. Fotosentetik gaz
degisimi, rubisco aktivitesi, koklerdeki invertaz aktivitesi ve nisasta igeriginde artig
gozlenmistir. H. termophilum bitkisinin yiiksek sicaklik kosullarinda fotosentetik
birimlerini korudugu, yiiksek sicaklikta belirli Olgiideki stresin fotosentetik verimi

etkilemedigi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Heliotropium thermophilum, tolerans, yiiksek sicaklik, fotosentez,
fizyolojik parametreler.
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Master Thesis
SUMMARY

THE EFFECT OF TEMPERATURE STRESS ON PHOTOSYNTHESIS IN
Heliotropium thermophilum

Sevgi KONAR

Karadeniz Technical University
The Graduate School Of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program 5
Supervisor: Prof. Asim KADIOGLU
2016, 50 Pages
In this study, the relationship between high temperature and photosynthesis was
investigated in Heliotropium thermophilum (Boraginaceae), a flowering, endemic and
thermophilic plant. The plants were obtained from Aydin Buharkent geothermal area.
Plants growing at 20-30 °C -portion of the geothermal area were considered as control
group, while the plants growing at 55-65 °C were named as experimental group.
Physiological analyzes were done in two different growth periods including before and
after flowering. To detect the effect of high temperature on photosynthesis in Heliotropium
thermophilum, for this purpose, water potential, lipid peroxidation, cell membran stability
and H,0, analysis were carried out so that stress levels on leaves could be determined. In
addition, chlorophyll and starch contents, chlorophyll fluorescence, photosynthetic gas
exchange parameters, some of photosynthetic enzymes (rubisco and invertase) were
measured. After the studies to determine the stress level, no change was determined. Based
on these results, it was understood that the plant was tolerant to heat stress. In addition, a
general increase in all chlorophyll fluorescence parameters except for Fv/Fm were
observed. Fv/Fm did not change. Increase in photosynthetic gas exchange parameters,
starch content, rubisco and invertase acitivities were also observed. It was determined that
a certain degree of stress did not affect photosynthetic efficiency at high temperature and

H. thermophilum protected the photosynthetic units under high temperature conditions

Key Words: Heliotropium thermophilum, tolerance, high temperature, photosynthesis,
physiological parameters
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1. GENEL BIiLGILER

1.1. Giris

Diinyamiz giderek i1sinmaktadir. 1960’11 yillardan bu yana diinyadaki sicakligin her
on yilda 0.2 °C arttig1 ve bu oranda bir artis devam ettikge 2070’li yillarda diinyanin
sicakliginin gilinlimiiz sicakligindan 1.8-4.0 °C 'den daha yiiksek olacagr tahmin
edilmektedir (Brass, 2002). Bu sicaklik artis1 bitkilerde olasi sicaklik stresi hasarlarina
sebep olacagindan 6nemli verim kayiplarini da beraberinde getirecektir.

Gelecekte diinya niifusunun beslenme problemi nedeniyle yiiksek sicaklik stresinin
bitkiler iizerindeki etkileri biiyilk 6nem arz etmektedir. Bu amagla bitkilerin yliksek
sicaklik stres toleransimi artirmak icin cesitli ¢alismalar yapilmaktadir. Ornegin 2050
yilinda diinya niifus artiginin 9 milyar olacagi tahmin edilmekte olup, bu niifusu beslemek
icin besin tiretiminin %70 arttirilmasi gerektigi ileri stirlilmektedir (Bita ve Gerats, 2013).

Yiiksek sicaklik stresi, 6zellikle tropikal ve subtropikal bolgelerde bitki biyomasinin
tiretimi ve Uretkenligini sinirlayan ana abiyotik streslerden biridir (Boyer, 1982). Bu
bolgelerdeki bitkiler yiliksek sicaklik kosullarinda yasamak i¢in bir miicadele igerisindedir.
Bu nedenle s6zkonusu bitkiler asir1 yiiksek sicaklik altinda canliliklarint devam ettirmek
i¢cin ¢esitli mekanizmalar gelistirmislerdir. Bunlar, kisa siireli sakinma veya aklimasyon
mekanizmalar1 ya da uzun siireli evrimsel adaptasyonlardir. Sicak ve kuru bir ¢evrede
bitkilerin canli kalmasi gesitli adaptasyon yollarinin bir araya gelmesiyle basarilir. Yiiksek
sicaklik stresine bitkisel adaptasyonlar bir¢ok stratejilerden olusan sakinma (avoidans) ve
tolerans mekanizmalar1 ile saglanir. Sakinma mekanizmalarindan baslicalari, yaprak
yerlesimindeki degisme, transpirasyonal sogutma, yaprak kivrilmasi, erken olgunlagma ve
membran-lipid birlesimindeki degismelerden olusur (Fitter ve Hay, 2002).

Yiiksek sicaklik stresinin bitkilerin fizyolojisi, biyokimyasi ve gen diizenleme
mekanizmalari lizerine genis bir etkiye sahip oldugu bilinmektedir. Yiiksek sicaklik stresi
ayni zamanda bitki metabolitlerinin komparmentalizasyonunu ve biyosentezini etkileyerek,
metabolit dengesini de bozar (Maestri vd., 2002). Ornegin karbonhidrat
metabolizmasindaki belirli genlerin ifadesini diistirerek (down regiilasyon) sakkaroz
sentezini, nisasta birikimini ve karbon metabolizma enzimlerinin aktivitelerini degistirdigi

saptanmistir (Ruan vd., 2010). Ayrica yliksek sicaklik stresine cevap olarak prolin,



glisinbetain, c¢oziinebilir sekerler, seker alkolleri, tersiyer ve kuarterner amonyum
bilesikleri gibi osmolitlerin miktarlarinda artma meydana geldigi rapor edilmistir (Sairam
ve Tyagi, 2004; Wahid, 2007). Osmolit birikiminin, membran yapisini stabilize ettigi ve
protein kararliligini artirdig1 tahmin edilmektedir (Mirzaei vd., 2012). Dolayisiyla yiiksek
sicakliklara maruz kalan bitkilerde nemli bir uyum mekanizmalarindan birisi 0ozmotik
diizenlemeyi saglayan ozmoprotektan birikimidir (Allakhverdiev, 2000). Soyle ki prolin,
glisin-betain ve ¢oziinebilir sekerler gibi ozmolitler, hiicresel redoks potansiyelini
tamponlayarak, membran kararliligi ve hiicre su dengesini devam ettirerek artan
sicakliktan bitkileri korurlar (Farooq vd., 2008). Ayrica kloroplastlarda iiretilen bazi
osmolitler, termal inaktivasyonu Onleyerek ve tilakoidlerde Rubisco aktivazi hapsederek
Rubisco’nun aktivasyonunu devam ettirler (Allakhverdiev vd., 2008). Yiiksek sicaklik
altinda artan karbohidrat kullanilabilirligi de bitkilere yiiksek sicaklik stres toleransi ile
ilgili 6nemli bir fizyolojik &zellik kazandirr (Liu ve Huang, 2000). Ornegin yiiksek
sicakliga toleransli domates bitkilerinde hiicre ¢eperi ve vakuolar invertaz aktivitesinin
yiiksek oldugu ve artan sakkarozun seker sinyal aktivitesini ve havuz genisligini artirarak
sicaklik toleransina katkida bulundugu belirlenmistir (Li vd., 2012).

Yiksek sicaklik stresinin bitkilerdeki en 6nemli etkilerinden birisi de dokulardaki
senesens olayini baglatmasidir. Senesens, ¢esitli metabolik olaylarla ilgili proteinlerin
denatiirasyonu, lipid peroksidasyonu, membran lipidlerinin artan akiskanliklariyla
meydana gelen membran hasarlaryla iligkilidir (Savchenko vd., 2002). Membranlardaki
lipid doymuslugu yiiksek sicaklik toleransinda ¢ok 6nemli bir 6zelliktir. S6yle ki membran
lipidlerindeki doymus yag asitlerinin orani, lipidlerin erime sicakligini artirir ve sicaklikla
olusan membran akiskanliginin artisim  engeller. Ozetle bitkilerde yag asitlerinin
doymusluk seviyesinin artmasi membran kararliligini siirdiiriir ve sicaklik toleransini artirir
(Larkindale ve Huang, 2004).

Yiksek sicaklik, bitkilerin solunum ve fotosentez kapasitelerinde de azalmalara
neden olur. Boylece bitkilerin hayat devri kisalir ve verimlilik azalir (Barnabas vd., 2008).
Fotosentez olayi, yliksek sicaklik stresinin etkiledigi en 6nemli olaylardan birisi olup,
ozellikle ribuloz 1,5 bifosfatkarboksilaz (Rubisco) ve Rubisco aktivazin artan sicakliga ¢cok
duyarl oldugu ve sicaklik stresinin diisiik seviyelerinde bile asir1 derecede bu enzimleri
inhibe edebildikleri saptanmistir (Morales vd., 2003). Klorofil ve fotosentetik aygit iizerine
yiiksek sicakligin olumsuz etkilerinin reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) iiretilmesiyle iliskili

oldugu belirtilmistir (Guo vd., 2007). Diger yandan yiiksek sicaklik stresinin bitkide



klorofillaz aktivitesini uyararak fotosentetik pigment miktarint azalttigi ve bunun sonucu
olarak fotosentetik kapasitenin azaldig: rapor edilmistir (Sharkey ve Zhang, 2010).

Yiiksek sicaklik kosullarinda aktif Rubisco’nun miktarindaki azalma net fotosentezin
inhibisyonunu saglar (Salvucci ve Crafts-Brandner, 2004). Yukarida vurgulandigi gibi
bitkilerde termal hasarin primer hedef yeri Rubisco olup, bu etkiyle karbon fiksasyon hizi
diistiriilir. Karbon fiksasyonundaki bu azalmadan dolay1 aciga ¢ikan oksijenin miktar: artar
ve zararlt ROT’larin olusumuna neden olurlar. Bu ROT’larin artis1 ise bitkide oksidatif
strese neden olur. Ozet olarak 1siya toleranshi bir bitki varyetesi genel olarak termal
membran kararliligi, 1s1 sakinma potansiyeli artis1 ve yiiksek fotosentez hiziyla karakterize
edilebilir (Nagarajan vd., 2010). Ayrica bitkilerin yiiksek sicaklik stresi altinda yaprak gaz
degisimini devam ettirme yetenegi sicaklik toleransi ile dogrudan iliskilidir.

Mevcut tez calismasinda asiri yiiksek sicakliklarda yasayabilen ve ilk defa
Tiirkiye’de bulunan endemik bir yiiksek bitkinin (Heliotropium thermophilum) yiiksek
sicaklik tolerans mekanizmasi ve bu mekanizmanin fotosentezle iliskisi hakkinda bilgi
edinmek amaglanmistir. Bu nedenle s6z konusu bitkide normal ve yiiksek sicaklik
kosullarinda sicakligin fotosentez {izerindeki etkilerini belirlemek igin oncelikle bitkilerin
sahip oldugu stres derecesini belirlemek amaciyla yapraklarda su potansiyeli, lipid
peroksidasyonu, hiicre membran kararliligi ve hidrojen peroksit 6lgiimleri yapilmistir.
Daha sonra ise fotosentetik gaz degisimi, klorofil floresansi, bazi fotosentetik enzim
aktiviteleri (rubisco ve invertaz) ile Kklorofil ve nisasta igeriklerinde degisimler
belirlenmistir. Literatiirde Heliotropium thermophilum bitkisi tizerinde termotolerans ve
fotosentezle ilgili yapilan herhangi bir arastirmaya rastlanilmamistir. Bu nedenle mevcut

tez ¢alismasi bu yoniiyle 6zgilindiir.

1.2. Stres ve Stres Cesitleri

Canlilarda normal sistemin fonksiyonlarini inhibe etme egiliminde olan olumsuz
etkiler ya da kuvvetler stres olarak tanimlanmaktadir (Kadioglu, 2011). Stres ayn1 zamanda
biiyiime, gelisme ve iiretim igin genetik potansiyelin ifadesini olumsuz sekilde etkileyen
herhangi bir ¢evresel faktorii veya bunlarin etkilesimlerini igermektedir (Jones ve Qualset,
1984).

Stres faktorleri biyotik ve fizikokimyasal (abiyotik) olmak iizere ikiye ayrilmaktadir
(Levitt, 1972). Abiyotik stres faktorleri; soguk, sicaklik, kuraklik, tuzluluk, su fazlaligi,



radyasyon, ¢esitli kimyasallar, oksidatif stres, rlizgar ve besin yetersizliginden olusur.
Biyotik faktorler ise viriis, bakteri ve funguslari igeren patojenler, bocekler ve herbivorlar
(Sekil 1) igine alir (Y1lmaz vd., 2011).

CEVRESEL STRESLER
A . 1
Abiyotik Biyotik(mantar,bocek bakteri)
T — el = 1
Sicaklik = | _Tpik | CKunyasal Diger (basmeg,riizgar,
Dugsuk Mll: Eksik |l g ozilotesi | Tuz magnetik)
__Donma_| L v |H Gazlar
L Iyonize |=Herbisitler

— Kirleticiler

Sekil 1. Cevresel stres tipleri (Y1lmaz vd., 2011)

Bitkilerin strese dayanikliliklari sakinma ve tolerans olarak ikiye ayrilir (Levitt,
1972). Sakinma, bitkilerin stres faktorlerinin olumsuz etkilerini azaltmasi veya engellemesi
ya da dis ¢evrede stres olusturabilecek kosullar olmasina ragmen bitki hiicrelerinin stresten
uzak bir i¢ ortam olusturmasidir. Tolerans ise organizmaya ilk olarak oldiiriicii olmayan
yiiksek derecede stresin uygulanmasinmi takiben uygulanan 6ldiirlicii strese organizmanin
dayanma yetenegidir. Diger taraftan tolerans, stres faktorlerinin elimine edilmesi,
azaltilmasi ya da onarilmasi olarak ta tanimlanmaktadir. Ayrica bir tiir i¢in stres olusturan
kosul bagka bir bitki tiirii i¢in stres olusturmayabilir. Ornegin, 20 °C ve 30 °C ‘de optimum
bliylime gosteren bezelye ve soya fasiilyesi bitkilerinden, sicakligin artmasi ile birlikte
daha erken zarar goren bezelye bitkisidir. Bu durum soya fasulyesinin daha fazla termal

toleransa sahip oldugunu gostermektedir (Y1ldiz ve Terzi, 2007).



1.3. Yiiksek Sicaklik Stresi

Kiiresel 1sinma nedeniyle siirekli artan sicaklik bir¢ok zararli stresten biridir
(Hasanuzzaman, 2013). Sicaklik stresi, cevresel siireclerin dogrudan ya da dolayh
modifikasyonu ve organizmalarin yasam siire¢lerindeki etkiler olarak bilinmektedir
(Lobell, 2003). Yiiksek sicaklik stresi bitki bliylime ve verimini olumsuz etkileyen bazi
morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler degisikliklere neden olmaktadir (Yildiz
ve Terzioglu, 2007).

Sekil 2. Bitkilerde yiiksek sicakligin etkileri (Hasanuzzaman vd., 2013)

Yiksek sicaklikta, hiicresel hasar veya hiicre 6liimii hiicresel organizasyonlarin
¢okiisliyle dakikalar i¢inde meydana gelebilir (Ahuja, 2010). Sicaklik stresi, ¢imlenme,
biiyiime, gelisme, lireme ve verim gibi bitkisel gelisim siireglerini tiim yonleriyle etkiler
(McClung ve Davis, 2010). Ayrica enzimatik reaksiyonlari etkileyerek bazi fizyolojik
stirecleri ve metabolizmay1 etkiler (Ruelland ve Zachowski, 2010; Pagamas ve Nawata,
2008).



Sekil 3. Yiiksek sicaklik stresinde olusturulan adaptasyonlar (Hasanuzzaman vd.,
2013).

Yiiksek sicaklikta bitkiler, ¢esitli adaptasyon mekanizmalarini harekete gegirirler. Bu
mekanizmalar, tolerans ve sakinmadir. Orta siddetteki sicaklik streslerinde genelde
sakinma mekanizmalar1 uyarilirken yiiksek sicaklik stresinde tolerans mekanizmasi aktif
duruma geger. Sakinma mekanizmalari; yaprak yerlesimindeki degisme, transpirasyonal
sogutma, yaprak kivrilmasi, erken olgunlasma ve membran-lipid birlesimindeki
degismelerdir (Fitter ve Hay, 2002).

Sicakliga tolerans (termotolerans) cevabi ise hiicre ve organizmanin artan
sicakliklara (yiiksek sicaklik stresi veya soku) karsi korunma reaksiyonudur. Asir1 yiiksek
sicaklik stresi hiicresel zarara ve hiicre dliimiine neden olmasina ragmen, yiiksek sicaklik
stresinin Oldiiriicti olmayan dozlari, hiicre veya organizmayir hasardan koruyan, normal
hiicresel ve fizyolojik aktivitelerin devamini saglayan ve termal toleransin daha yliksek
seviyesine neden olan hiicresel cevabi (yiiksek sicaklik cevabi) tesvik eder (Vierling, 1991;
Giilen ve Eris, 2003). Yiiksek sicakliga uyumu kapsayan islevler, sicaklik sinyallerinin
iletimi ve yiiksek sicaklik toleransinin gelisimini saglayan biyokimyasal islevlere bu

sinyallerin doniistiiriilmesi ile baglamaktadir (Sangwan vd., 2002).



Bitkiler membran biitiinligliniin devam ettirilmesi ve yiiksek sicaklik soku
proteinlerinin sentezi gibi bazi fizyolojik ve biyokimyasal mekanizmalarla da yiiksek
sicaklik stresine tolerans saglayabilirler. Hiicresel membranlar, bitkilerde yiiksek sicaklikla
olusan fizyolojik zararin meydana geldigi ilk bdlgeler olarak disiiniilmektedir.
Membranlar, kompartimanlagsma ve konsantrasyon gradiyentinin devamut i¢in yar1 gegirgen
bariyerler olup, fotosentez ve solunum gibi membranla iliskili reaksiyonlar i¢in bir alan
saglamaktadirlar  (Blum, 1988). Yiiksek sicaklik stresi durumunda membran
akiskanligindaki degisiklikler, membran bilesenlerinin yeniden diizenlenmesi ya da lipit
icerigindeki degisimlerden kaynaklanmaktadir (Siiss ve Yordanov, 1986). Yiiksek sicaklik
stresi, lipitler arasindaki hidrojen baglarint ve membranlarin akici fazi igerisindeki
proteinlerin polar gruplar1 arasindaki elektrostatik etkilesimi zayiflatarak hiicre
membranlarinin bilesenlerini ve yapisin1 modifiye ederler. Diger yandan, yiiksek sicaklik
stresi sirasinda hiicre membran sistemlerinin fonksiyonunu korumasinin, bitkilerin yiiksek

sicakliga adaptasyonu ile ilgili olabilecegi bildirilmistir (Raison, vd., 1980).

1.3.1. Fotosentez ve Yiiksek Sicakhik Tliskisi

Fotosentez bitkilerde 1siya duyarli 6nemli fizyolojik siireglerden biridir (Crafts-
Brandner ve Salvucci, 2002). Yiiksek sicakligin bitkilerde fotosentetik kapasite iizerine
biiyiik etkisi vardir (Yang vd., 2006). Bitkinin sicaklik stresi altinda yaprak gaz degisimi ve
CO; asimilasyon oranlarini siirdiirme yetenegi sicakliga toleransiyla dogrudan iliskilidir
(Yang vd., 2006; Kumar vd., 2005). Sicaklik belirgin olarak yaprak su durumunu, yaprak
stoma iletkenligi (gs) ve hiicreler arasi CO, konsantrasyonunu etkiler (Greer ve Weedon,
2012).

Soya fasulyesi bitkilerine uygulanan sicaklik stresinin (38/28 °C) toplam klorofil
icerigini (%18), klorofil a / b oranin1 (%3), Fv / Fm oranin1 (%5), fotosentez hizin1 ve
transpirasyonu (%16) belirli oranlarda azalttig1 kaydedilmistir (Tan vd., 2011).

Yiiksek sicaklik stresi, CO, fiksasyonunun ilk basamagini katalizleyen ribuloz-1,5-
bifosfat karboksilaz/oksijenaz (Rubisco) enziminin inhibisyonunun bir sonucu olarak CO,
fiksasyonunu azaltmaktadir (Feller vd., 1998; Bernacchi vd., 2002). Isikta Rubisco
aktivasyonunu saglayan bir stroma enzimi olan Rubisco aktivaz (Portis, 2003), yiiksek
sicakliklarda inaktif olmakta ve CO, fiksasyonunun azalmasina neden olmaktadir (Feller,
vd., 1998; Crafts-Brandner, Salvucci, 2000; Salvucci, Crafts-Brandner, 2004). Ayrica



pamuk (Gossypium hirsutum), bugday (Triticum aestivum), tiitiin (Nicotiana tabacum) ve
misir (Zea mays) bitkilerinde orta siddetteki yiiksek sicaklik kosullari altinda Rubisco
aktivasyonundaki azalisin net fotosentez oranindaki azalis ile iliskili oldugu saptanmistir
(Law, Crafts-Brandner, 1999; Crafts-Brandner, Law, 2000; Sharkey, 2001; Crafts-
Brandner ve Salvucci, 2002).

1.4. H,0;

Hidrojen peroksit diger oksidanlardan da sentezlenebilen bir molekiildiir. Ornegin
O," (stiperoksit), dis yoriingesinde bulunan paylasilmamis bir elektrona sahip olmasi
nedeniyle kararsiz bir molekiildiir ve kendiliginden ya da siiperoksit dismutaz enzimi
tarafindan H,O,’ye indirgenir (Blokhina ve Fagerstedt, 2010). Ayrica H,O,
fotorespirasyon olayinda olusan glikolatin oksidasyonuyla da olusabilir. Hidrojen peroksit,
genelde plazma membrani, ekstrasellular matriks ve peroksizomlarda iiretilmektedir
(Slesak vd., 2007).

Hidrojen peroksit, diger aktif oksijen tiirlerine gére daha kararli olmasi, yiikli bir
molekiil olmamasi ve membranlardan kolaylikla gegebilme 6zelligine sahip olmasi
(Blokhina ve Fagerstedt, 2010) nedeniyle yiiksek konsantrasyonlarda toksik, diisiik
konsantrasyonlarda bulundugunda ise sinyal molekiilii olarak gorev alir (Fedina vd., 2009).
Hidrojen peroksidin toksik etkisi -SH (tiyol) gruplarini okside etmesinden kaynaklanir
(Blokhina ve Fagerstedt, 2010).

1.5. Lipid Peroksidasyonu

Stres etkisiyle olusan serbest radikaller bitkilerde lipid peroksidasyonunu baslatabilir
(Thompson vd., 1987). Lipid peroksidasyonunun en énemli {iriinii malondialdehid (MDA)
dir. Ug ya da daha fazla ¢ift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonunda MDA meydana
gelir. Olusan MDA, hiicre membranlarindan iyon aligverisine etki ederek membrandaki
bilesiklerin ¢apraz baglanmasina yol agar ve iyon gecirgenliginin ve enzim aktivitesinin
degisimi gibi olumsuz sonuglara neden olur (Porter, 1984; Niki, 1987). Stres altinda
lipidlerin oksidasyonu iki veya ii¢ kat artabilir. Ornegin ¢eltik siirgiinlerinde (Yordanov

vd., 2000), bugday genotiplerinde (Sairam ve Srivastava 2001), yoncada (Irigoyen vd.,



1992) ve seker kamisi yapraklarindaki (Smirnoff, 1993) su stresi lipid peroksidasyonunu
artirir. Diger taraftan lipid peroksidasyonunun diisiik seviyesi 6zellikle SOD ve peroksidaz
gibi baz1 antioksidan enzimlerin aktivitesinin yiiksek seviyede tutulmasinin bir sonucu
olabilir (Fu ve Huang, 2001). Ayrica, lipid peroksidasyonunun bitkilerin strese toleransi ile
iliskili oldugu bilinir. Ornegin, su stresine maruz birakilmis bugday ve misir cesitlerinde su
stresi sartlar1 altinda MDA icerigi artarken hassas genotiple karsilastirildiginda strese
toleransli genotiplerde diisiik oranda lipid peroksidasyonu meydana gelir (Pastori ve
Trippi, 1992; Sairam vd., 1998).

1.6. Stres Kosullarinda Ozmolitlerin Biyosentezi

1.6.1. Sekerler

Glukoz, fruktoz ve sakkaroz gibi ¢oziinebilir sekerler bitki yap1 ve metabolizmasinda
onemli fonksiyonlara sahiptirler. Sekerler nisasta ve seliilloz gibi kompleks karbohidratlarin
sentezi i¢in substrat olmalarinin yani sira aminoasit ve yag asidi biyosentezi i¢in baslangi¢
bilesiklerini de olustururlar. Coziinebilir sekerlerden biri olan sakkaroz sentezi sakkaroz
fosfat sentaz ve sakkaroz sentaz olmak iizere iki enzim tarafindan katalizlenir. Sakkaroz
fosfat sentaz yerlesimi bakimindan fotosentetik dokularda sinirli degildir. Ayni zamanda,
olgunlagmakta olan meyveler gibi fotosentetik olmayan dokularda da bulunurlar ve bu
dokularda da aktiftirler (Huber ve Huber, 1996).

Sekerler, cesitli stres cevaplart ile ilgilidirler. Bu cevaplarda metabolit ve sinyal
molekiil olarak rol oynarlar (Couee vd., 2006). Ornegin patojen saldirisi, kuraklik,
tuzluluk, disiik sicaklik veya asir1 uyarilma enerjisi gibi farkli stresler direkt veya dolayli
olarak reaktif oksijen tiirlerinin {iretimine neden olurlar ve boylece adaptif stres cevabi
olarak kabul edilen seker birikimi meydana gelir (Roitsch, 1999). Ayrica glukoz, fruktoz,
sakkaroz, trehaloz ve fruktanlar gibi sekerler ile bir polisakkarit olan nisasta strese maruz
kalan bitkilerde birikmekte ve ozmotik koruma, ozmotik diizenleme, karbon kaynagi ve
radikal temizleyicisi gibi fonksiyon gormektedir (Parida vd., 2002; Jang vd., 2003).
Ormegin kisa siireli strese maruz kalan Setaria sphacelata (C4) bitkisinde sakkaroz ve
nisasta igeriginin azaldig1 bildirilmistir. Uzun siireli stres kosullarinda, ¢oziinebilir sekerler

yiiksek, nisasta ise diisiik seviyede bulunmustur. Metabolizmanin Ssakkaroz yoniinde
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degismesi, nisasta sentez ve par¢alanmasimnin Sakaroz sentezinden daha fazla
etkilenmesinden kaynaklanmaktadir (Silva ve Arrabaga, 2004).

Heksozlar, seliilloz ve nisasta sentezini kapsayan ¢esitli biyosentetik, metabolik
siirecler ve enerji (ATP) eldesi i¢in zorunlu substratlar ve gen ifadesi regiilasyonu i¢in
onemli sinyal bilesiklerdir (Koch, 2004; Rolland vd., 2006).

Sakkaroz glukoz ve fruktoza hidrolizini invertaz enzimi gergeklestirir. invertaz
enzimi biyotik ve abiyotik streslere yanitta ve bitki gelisiminde onemli bir role sahiptir
(Sturm, 1999; Essmann vd., 2008). Bitki gelisiminin diizeninin saglanmasi igin invertaz
aktivitesinin in vivo da diizenlenmis olmasi1 gerekir (Rausch ve Greiner, 2004; Ruan ve
Chourey, 2006).

Invertaz, vakuolar, apoplazmik ve sitoplazmik olarak 3’e ayrilir (Sturm, 1999).
Vakuolar invertaz (¢Oziiniir asit invertaz) pH 4.5’te optimum aktiviteye sahip olup,
metabolik yolaklarin diizenlenmesinde, heksoz birikiminde ve hiicre uzamasinda rol oynar
(Leigh vd., 1979; Yelle vd., 1991; Long vd., 2002). Diisiik oksijen (Zeng vd., 1999) ve
kuraklik stresi kosullarinda vakuolar invertaz aktivitesinin azaldig1 kaydedilmistir
(Andersen vd., 2002). Apoplazmik invertaz (¢6ziinemeyen asit invertaz) ise pH 4.5- 5.5
arasinda optimum aktiviteye sahip olup abiyotik ve biyotik strese yanitta, hiicre
boliinmesinde (Weber vd., 1996) ve floem bosaltiminda (Dickinson vd., 1991; Roitsch vd.,
2003) gorev alir (Sturm ve Chrispeels, 1990; Stitt vd.,1991; Mclaughlin ve Boyer, 2004;
Essmann vd., 2008). Sitoplazmik invertaz pH 7 - 7.8 araliklarinda optimum aktiviteye
sahip olup, bu nedenle nétral/alkalin invertaz olarakta adlandirilir (Masuda vd., 1987;
Sturm, 1999). Sitoplazmik invertaz fidelerin biiyiimesi i¢in hekzoz sekerlerinin seviyesini
diizenler (Koch, 2004). Vakuolar ve sitoplazmik invertazlarin her ikisi de asidik pH
degerine sahip olup, ¢o6ziinebilir bir 6zellige sahiptir. Apoplazmik invertaz ise bunlarin
aksine bazik pH degerine sahip olup, hiicre duvarina baglanir ve ¢oziinemeyen ozellik

gosterir.

1.7. Heliotropium thermophilum Bitkisi Hakkinda Genel Bilgiler

Heliotropium thermophilum bitkisi, ilk olarak 2008 yilinda Tan ve arkadaslar
tarafindan yeni bir tiir olarak yaymlanmistir (Tan vd., 2008). Heliotropium thermophilum
termofil ve endemik bir c¢icekli bitkidir (Sekil 4). Bitki, Batt Anadolu’da Aydin-
Buharkent’deki 55-65 °C sicakliklardaki jeotermal bir alanda yayilis gdstermektedir.
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Jeotermal suyun kaynagi bu alanin daha 6ncesinde yeralan Kizildere’de bulunmakta olup,
su sicaklifi bu bdlgede yaklasik 116 °C civarindadir. Jeotermal su, ilkbahar ortalarindan
sonra ve yaz mevsiminde kaynaktan Buharkent’e akarken 55-65 °C ’ye kadar
sogumaktadir (Tan vd., 2008). Heliotropium thermophilum bitkisinin genel olarak
anatomik ve morfolojik Ozellikleri calisilmistir. Ayrica bitkinin optimum ¢imlenme
sicakliginin 25 °C oldugu, 40 °C de ise ¢imlenmedigi saptanmistir. Dogal kosullarda ise
tohumlarinin, kis sonu ve ilkbahar baslangicinda ¢imlendikleri ve bu periyotta bitkilerin
bulundugu bolgede s6z konusu jeotermal su sicakliginin 20-30 °C arasinda oldugu da

belirtilmistir (Tan vd., 2008).

Sekil 4. Heliotropium thermophilum bitkisi



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Bitkilerin Temini

Termofil Heliotropium thermophilum (Boraginacae) bitkileri Aydin-Buharkent’den
temin edilmistir. Bitkiler jeotermal alanin 55-65 °C’lik sicakliklarinda yogun olarak
dagilim gostermekle beraber, nadir olarak da jeotermal kaynaktan daha uzaklikta,
sicakligim 20-30 °C olan kisimlarinda da yetisebilmektedir. Bdylece dogal yasam
alanlarinda yiiksek sicaklik (55-65 °C) ve kontrol (20-30 °C) olmak iizere iki bitki grubu
olusturulmustur.

Bitkinin termal alanda sicaklik stresinden ilk etkilenecek organi kok, strese karsi
hassas olan diger organi yaprak oldugundan analizler kok ve yaprakta ayr1 ayr1 yapilmistir.

Uzun siireli yiiksek sicakliga maruz birakilan ve kontrol bitkilerindeki fizyolojik
analizler g¢igeklenme Oncesi ve ¢igeklenme sonrast olmak {izere 2 farkli biiyiime

periyodunda yapilmstir.

2.2. Analiz ve Olciimler

Fizyolojik 6lgiimlerin bir kismi (klorofil floresansi, gaz degisim parametreleri ve su
potansiyeli) bitkilerin dogal ortamlarinda dogrudan bitkilerin yapraklar1 {izerinde
yapilmustir. Diger analizler i¢in ise bitkilerin yaprak ve koklerinden alinan 6rnekler sivi

azot igerisine birakilmistir ve laboratuvar kosullarinda analiz edilmistir.

2.3. Bitkide Stres Derecesini Belirlemek i¢in Yapilan Olciimler
2.3.1. Yaprak Su Potansiyeli Ol¢iimii
Bitkilerin stres seviyesini belirlemek igin yaprak su potansiyelleri belirlendi. Su

potansiyelleri Psypro P2-132 Water Potential System (Wescor, Inc.) kullanilarak Savage
ve Cass (1984)’a gore ol¢iild.
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2.3.2. Lipid Peroksidasyonu Tayini

Lipid peroksidasyon seviyesi, lipid peroksidasyonun bir iiriinii olan malondialdehid
igerigine dayanarak Heath ve Packer (1968) metoduna gore olgiildii. Her bir numuneden
0,5 gr alinarak 10 ml %0,1 trikloro asetik asit (TCA) igerisinde homojenize edildi.
Homojenat 15.000 g de 5 dk santrifiij edildi. Stipernatantin 1 ml’sine 4 ml, %20 TCA
icerisinde hazirlanmis %0,5 tiobarbiturik asit ilave edildi. Karisim 95 °C’de 30 dk 1sitilds
ve sonra 10 dk buz banyosunda sogutuldu. 10.000 g de 10 dk santrifiijden sonra
siipernatantin absorbansi 532 nm’de kaydedildi. 600 nm’de spesifik olmayan absorbsiyon
icin okunan deger hesaptan ¢ikarildi. Elde edilen sonug, formiilde (A = E.c.l) yerine
koyularak  malondialdehit (MDA) konsantrasyonu  hesaplandi.  (A:As32-Asoo,
E:Absorbsiyon katsayisi, 155mmol™ em™, c:MDA konsantrasyonu)

2.3.3. Hiicre Membran Kararhhg: (CMS) Tayini

Hiicre membran kararliligit (CMS) ol¢iimii konduktometrik metotla Tripathy vd.
(2000)’e gore yapildi. Yiiksek sicaklik stresine maruz birakilan ve birakilmayan bitkilerden
yaprak diskleri alindi ve 20 ml deiyonize su ile yikandi. Numuneler 24 saat inkiibasyona
birakildiktan sonra konduktometre elektrodu ile elektrolit sizintis1 belirlendi. Bu asama
kontrol grubu i¢in C1, deney grubu (55-65 °C) i¢in T1 olarak adlandirildi. Daha sonra su
banyosu igerisinde 15 dakikalik siirede biitiin dokularin 6ldiiriilmesi ile konduktometre ile
tekrar Olgiim yapildi, bu Slglimler kontrol grubu i¢in C2, deney grubu i¢in T2 olarak
belirtildi. Buradan %CMS= (1-(T1/T2)) / (1-(C1/C2)) x100 formiilii ile hesaplandi.

2.3.4. Hidrojen Peroksit (H,O,) iceriginin Belirlenmesi

Hidrojen peroksit tayini Velikova vd. (2000)’e gore yapildi. Bunun i¢in trikloroasetik
asit igerisinde aktif komiir ile ezilen bitki numunelerinden elde edilen ekstre, santrifiij
edildikten sonra silipernatanttan 1 ml alinarak {izerine 10 mM potasyum fosfat tamponu ve

1 M Kl ilave edildikten sonra 390 nm’de absorbanslari okundu.
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2.4. Sicaklik Uygulamasinin Fotosentetik Parametreler Uzerine Etkisi

2.4.1. Klorofil Tayini

Klorofil tayini Schlemmer vd. (2005)’¢ gore yapildi. Olgiimler canli bitki
yapraklarindan SPAD klorofil metre kullanilarak arazi kosullarinda gergeklestirildi.

2.4.2. Fotosentetik Gaz Degisimi Olciimleri

Stoma iletkenligi, fotosentez hizi (Pn) ve transpirasyon orani (E) 6l¢iimleri taginabilir
bir sistem olan TPS-2 Fotosentez Sistemi (PP Systems, Hertfordshire, UK) ile
gerceklestirildi. Olgiimler arazi kosullarinda saat 11:00-14:00 arasinda, en az 4 bitkiden,
giines alan 6 adet saglikli yaprak secilerek yapildi. Kiivete havanin akis orani

300 ml dak™"’¢ ayarland.

2.4.3. Klorofil Floresans Olciimleri

Klorofil floresans Ol¢iimleri OS1-FL, florometre ile Nar vd. (2009)’a gore
gerceklestirildi. Olgiimler, karanlik adaptasyon klipsi ile 20 dak karanliga maruz birakilan
6 farkli yapraktan alindi. Minimum klorofil floresanst (Fg), maksimum klorofil floresansi
(Fm), PS2°yi doyuran 1690 beyaz 1s15m (8000 pmol m 2 s7), 0,8 s uygulanmasi ile elde
edildi. Karanlik 6l¢iimlerinin ardindan, yapraklara aktinik 11k (5,5 W halojen lamba, ML
S990, Micron, Tokyo, Japan) uygulanarak kararli hal klorofil floresansi (Fs) elde edildi.
Aydinliktaki maksimum klorofil floresansini (Fy') belirlemek i¢in doyurucu beyaz 151k
(8000 pmol m? s?), 0,8 s siireyle uygulanmistir. Fv/Fm ve ®ps, florometre cihazi
tarafindan, NPQ ise (Fn — Fn)/Fn' denklemi ile Bilger ve Bjorkman (1990)’a gore
hesaplandi. ETR, 6zel bir Fotosentetik Aktif Radyasyon (PAR) klipsi ile 6l¢iildii ve ETR =
(®PSII x PAR x 0,5 x 0,84) formiiliine gore hesaplandi.
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2.4.4. Rubisco Aktivitesinin Belirlenmesi

Rubisco ekstraksiyonu ig¢in 0,25 g yaprak numunesi sivi azot ve ¢odziinmeyen
polivinilpirolidon (PVP) ile toz haline getirildikten sonra ekstraksiyon, 50 Mm Tris-HCI
(pH 7,5), 1 MM EDTA, 10 mM MgCl,, %12 gliserol, %0,1 B-merkaptoetanol ve %1 PVP-
40 (goziinebilir PVP) igeren 5 ml ekstraksiyon tamponu kullanilarak yapildi. Ekstrakt
20.000 g’de +4 °C’de 15 dak santrifiij edildi. Rubisco aktivitesi radyoaktif ‘C
kullanilmasima ihtiya¢ duymayan bir metot olan Sawada vd. (2003)’e gore belirlendi.
Aktivite, 100 Mm Bisin (pH 8.2), 5 mM MgCl,, 20 mM NaHCOs;, 5 mM kreatin fosfat, 1
mM ATP-2Na, 0,2 mM NADH, 0,6 mM RuBP, 10 Unite fosfokreatinkinaz, 10 Unite
gliseraldehid 3-fosfat dehidrogenaz ve 10 Unite fosfogliseratkinaz igeren reaksiyon
ortaminda 25 °C’de olgiildii. Kontrol olarak 340 nm'de RuBP eklenmemis rubisco ol¢iim

tamponundaki absorbans degisimleri kullanilda.

2.4.5. invertaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Bu amagla bitkinin kok ve yapraklari kullanildi. 0,2 g bitki 6rnekleri bir havan i¢inde
stvi azot altinda, toz halinde 6giitildii daha sonra bir mililitre ekstraksiyon tamponu, 100
mM 4 - (2-hidroksietil) -1-piperazin, etansiilfonik asit (HEPES) - KOH (pH 7,4), 5 mM
MgCl,, 1 mM etilendiamintetraasetik asit, 1 mM etilen glikol -bis (B - aminoetileter) -
N,N,N',N '-tetraasetik asit, 1 mM fenilmetilsiilfonilfloriir, 5 mM diothiothreitol (DTT), 1
ml Triton X-100, 200 ml gliserol ve 5 mM tiyoiire ilave edildi. Karisim homojenizatore
aktarildi ve 3 dakika siire ile homojenize edildi. Ekstre daha sonra bir ependorf tiipiine
aktarild1 ve 3 dakika boyunca 4 °C'de 14.000 g'de santrifiij edildi. Siipernatant toplanarak
muhafaza edildi ve 0,5 ml tampon i¢inde yeniden siispansiyon haline getirildi, daha sonra
tekrar 3 dakika boyunca 4 °C'de 14.000 g'de santrifiij edildi. Bu ikinci supernatant bir
oncekine eklendi ve pellet 1,8 ml tampon maddesi iginde yeniden siispanse edildi. Aktivite
tayini i¢in supernatant ve pelletten elde edilen ekstraklar esit oranda karistirilarak
kullanildi.

Invertaz aktivitesi Tomlinson vd. (2004)’e gore belirlendi. Alkalin invertaz igin 50
mM bisin- KOH (N, N-bis [2-hidroksietil] glisin pH 7,6), ¢oziiniir ve ¢dziinmez asit
invertaz i¢in pH degerleri sirasiyla 4.3 ve 4.7 olan 50 mM sodyum asetat iceren 180 ul

hacimli 0,1 M sukroz tamponuna 20 pl ekstrakt ilave edildi. Sifir zamaninda, deney
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karisimi 1 saat boyunca 30 °C'de ardindan, 3 dak boyunca daha sonra 85 °C’de tutuldu.
Olgiimler i¢in 70 pl reaksiyon karisimi, 190 pl fruktoz deney karisimina (100 mM HEPES-
KOH pH 7.4, 2.25 mM MgCl,, 1,1 mM ATP, 0,2 U heksokinaz ve 1,1 mM NADP) ilave
edildi. Glikozdan G6P (Glukoz 6 Fosfat) Uretimi 340 nm absorbanstaki artis ve 0,2 U
NADP (Nikotinamid Adenin Diniikleotit Fosfat) bagimli G6P dehidrojenaz ilavesi iizerine
tespit edildi.

2.4.6. Nisasta Tayini

Bu tayinler, bitkinin kdk ve yapraklarinda yapildi. Numunelerdeki nisasta igerigi
EnzyChromassay kit (BioAssaySystems, Hayward, CA, USA) ile belirlendi (McCleary ve
Monaghan, 2002). 100 mg yaprak ve kok Ornegi havanda ogiitildii ve sekerler 1 mi
%9011k etanol ile 60 °C’lik su banyosunda 5 dakika ekstre edildi. Etanol evaporator ile
ucuruldu, kalint1 tizerine 0.5 ml distile su ilave edildi ve 60 °C’ lik su banyosunda 5 dakika
tutuldu. Daha sonra 0,2 ml DMSO ilave edildi ve 60 °C’de 5 dakika bekletildi. Coziinebilir
ve c¢oziinmeyen nisasta, amiloglukosidaz ve a-amilaz enzimlerinin kullanildigi renk

degisimine bagli bir metot ile glukoz monomerlerine gére belirlendi.

2.4.7. Protein Tayini

Protein tayini Bradford (1976)‘a gore spektrofotometrik olarak yapildi. Bovin serum
albumin standartlar1 hazirlanarak, CoomassieBrillant Blue G250 boyar maddesi ile
proteinlerin olusturdugu kompleks 595 nm olgiildii. Protein konsantrasyonu mg cinsinden

hesaplanarak, enzim aktivitelerinin ifade edilmesinde kullanildi.



3. BULGULAR

3.1. Farkh Sicakhk Kosullarinda Bitkilerin Yapraklarindaki Su Potansiyeli
Degisimleri

Sekil 5’teki verilere gore 55-65 °C’deki (yiiksek sicaklik) bitkilerin 20-30 °C’deki

(normal sicaklik) bitkilere gore su durumlarini daha az muhafaza ettikleri belirlendi.

14 - b
12 -
o 1 a a
S 08
2 06 -
5 04
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2 0 ' ' '
2 . . . .
g et | somast | ncest | somrast
= 20-30 °C | 55-65 °C

Sekil 5. 20-30 ve 55-65 °C’deki sicaklik ortaminin yaprak su potansiyeli iizerine
etkisi (Barlar standart sapmay1 gostermektedir (n=4). Ayn1 harfle gosterilen
stitunlar arasindaki fark %5 (P<0.05) seviyesinde énemsizdir.)

3.2, Farkh Sicakhk Kosullarinda Bitkilerin Yapraklarinda Lipid
Peroksidasyonundaki Degisimler

Yiiksek sicakliga maruz kalan bitkilerin normal sicaklikta yasayan bitkilere gore su
durumlarim1 daha az muhafaza etmelerine ragmen lipid peroksidasyonunun ¢i¢eklenme
sonrasinda azaldig1 ciceklenme Oncesi biliylime periyodundaysa arttigi tespit edilmistir

(Sekil 6).
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Sekil 6. 20-30 ve 55-65 °C’deki sicaklik ortammin lipid peroksidasyonu iizerine
etkisi (Barlar standart sapmayr gostermektedir (n=4). Ayni harfle
gosterilen silitunlar arasindaki fark %5 (P<0.05) seviyesinde 6nemsizdir.)

3.3. Farkl Sicaklik Kosullarinda Bitkilerin Yapraklarindaki Hiicre Membran
Kararhihiginda Meydana Gelen Degisimler

Sekil 7°deki verilere gore yiiksek sicaklikta yasayan bitkilerin ¢igeklenme dncesi ve

sonrast bilylime periyotlarinda hiicre membran kararliliginin normal sicakliklarda yasayan
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bitkilere gore arttig1 belirlendi.
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Sekil 7. 20-30 ve 55-65 °C’lerdeki sicaklik ortamlarinin hiicre membran kararlilig
tizerine etkisi (Barlar standart sapmay1 gostermektedir (n=4). Ayn1 harfle
gosterilen siitunlar arasindaki fark %35 (P<0.05) seviyesinde dnemsizdir.)
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3.4. Farkh Sicakhk Kosullarinda Bitkilerin Yapraklarinda H,0O, icerigindeki
Degisimler

Sekil 8’de goriildiigii gibi yiiksek sicaklikta yasayan bitkilerin ¢igeklenme dncesi ve

sonrast biiyiime periyotlarinda H,O; igerigini azalttiklar1 belirlenmistir.
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Ciceklenme | Cigeklenme | Cigceklenme | Ciceklenme
oncesi sonrast oncesi sonrast

20-30 °C 55-65 °C

g-1 taze agirhk)

Hidrojen peroksit icerigi (mM

Sekil 8. 20-30 ve 55-65 °C’lerdeki sicaklik ortamimi H,0; iizerine etkisi (Barlar
standart sapmay1 gostermektedir (n=4). Ayni harfle gosterilen siitunlar
arasindaki fark %5 (P<0.05) seviyesinde 6nemsizdir.) TA: Taze Agirlik

3.5. Farkh Sicakhik Kosullarinda Bitkilerin Yapraklarindaki Klorofil
I¢erigindeki Degisimler

Sekil 9’daki verilere gore yiiksek sicakliklarda yasayan bitkilerin klorofil igeriklerini
normal sicakliklarda yasayanlara gore ¢igeklenme oncesinde %14, ¢igeklenme sonrasinda

%25 oraninda azalttig1 belirlendi.
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Sekil 9. 20-30 ve 55-65 °C’lerdeki sicaklik stresi ortamimin klorofil igerigi iizerine
etkisi (Barlar standart sapmayr gostermektedir (n=4). Ayni harfle
gosterilen siitunlar arasindaki fark %5 (P<0.05) seviyesinde dnemsizdir.)

3.6. Farkli Sicaklik Kosullarinda Bitkilerin Yapraklarindaki Fotosentetik Gaz
Degisim Olciimleri

Elde edilen verilere gore yiiksek sicakliklarda yasayan bitkilerin normal sicakliklarda
yasayanlara goére c¢iceklenme Oncesi biiyiime periyodunda stoma iletkenliginin artis
egiliminde oldugu belirlenirken ¢iceklenme sonrasi periyotta stoma iletkenligini arttirdig

belirlendi (Sekil 10).
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Sekil 10. 20-30 ve 55-65 °C’lerdeki sicaklik ortaminin stoma iletkenligine etkisi
(Barlar standart sapmay1 gostermektedir (n=4). Aym harfle gosterilen

stitunlar arasindaki fark %5 (P<0.05) seviyesinde 6nemsizdir.)

Sekil 11°deki verilere gore yiiksek sicakliklarda yasayan bitkilerin normal

sicakliklarda yasayanlara gore hem cigeklenme Oncesi hem c¢igeklenme sonrasi periyotta

fotosentez hizinin arttig1 belirlendi ve ¢igeklenme sonrasindaki bu artisin %102 oraninda

oldugu tespit edildi.
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Sekil 11. 20-30 ve 55-65 °C’lerdeki sicaklik ortaminin fotosentez hizina etkisi
(Barlar standart sapmay1 gostermektedir (n=4). Aymi harfle gosterilen
stitunlar arasindaki fark %5 (P<0.05) seviyesinde 6nemsizdir.)
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Yiiksek sicakliklarda yasayan bitkilerin ¢igeklenme sonrasinda normal sicakliklarda
yasayanlara gore transpirasyon oranini arttirdigi belirlenirken ¢igeklenme dncesi periyotta

istatistiki bir degisim belirlenmemistir (Sekil 12).
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Sekil 12. 20-30 ve 55-65 °C’lerdeki sicaklik ortaminin transpirasyon oranima etkisi
(Barlar standart sapmayi gostermektedir (n=4). Aymi harfle gosterilen
stitunlar arasindaki fark %5 (P<0.05) seviyesinde 6nemsizdir.)

3.7. Farkh Sicakhk Kosullarinda Bitkilerin Yapraklarindaki Klorofil Floresans
Ol¢iimleri

Sekil 13’deki verilere gore yiiksek sicakliklarda yasayan bitkilerin ¢igeklenme
sonrasinda ve Oncesinde normal sicakliklarda yasayanlara gore Fv/Fm oranimin

degismedigi belirlendi.
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Sekil 13. 20-30 ve 55-65 °C’lerdeki sicaklik stresi ortaminin yaprak Fv/Fm orani
tizerine etkisi (Barlar standart sapmay1 gostermektedir (n=4). Ayni harfle
gosterilen siitunlar arasindaki fark %5 (P<0.05) seviyesinde dnemsizdir.)

Sekil 14’ teki verilere gore yiiksek sicakliklarda yasayan bitkilerin ¢igeklenme dncesi

sonrast her iki bliylime periyodunda da NPQ miktarini azalttigi belirlendi.
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Sekil 14. 20-30 ve 55-65 °C’lerdeki sicaklik stresi ortammimn NPQ miktar iizerine
etkisi (Barlar standart sapmayi gostermektedir (n=4). Aymi harfle
gosterilen siitunlar arasindaki fark %5 (P<0.05) seviyesinde 6nemsizdir.)

Sekil 15° teki verilere gore yiiksek sicakliklarda yasayan bitkilerin ¢igeklenme

sonrasinda normal sicakliklarda yasayanlara gore PS2’nin fotokimyasal verimini arttirdigi

belirlendi.
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Sekil 15. 20-30 ve 55-65 oC’lerdeki sicaklik stresi ortaminin PS2’nin fotokimyasal
verimi lizerine etkisi (Barlar standart sapmay1 gostermektedir (n=4). Aym
harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark %5 (P<0.05) seviyesinde
Onemsizdir.)

Sekil 16 daki verilerde goriildiigii lizere yiiksek sicakliklarda yasayan bitkilerin
normal sicakliklarda yasayanlara goére her iki biiyiime periyodunda da ETR oranim

arttirdig1 belirlendi.
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Sekil 16. 20-30 ve 55-65 °C’lerdeki sicaklik stresi ortaminin ETR orani iizerine
etkisi (Barlar standart sapmayi gostermektedir (n=4). Aymi harfle
gosterilen siitunlar arasindaki fark %5 (P<0.05) seviyesinde 6nemsizdir.)
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3.8. Farkh Sicakhk Kosullarindaki Bitkilerin Yapraklarinda Bulunan Nisasta
Icerigindeki Degisimler

Sekil 17°deki verilere gore yiiksek sicakliklarda yasayan bitkilerin nigasta igeriginin

normal sicaklikta yasayanlara gore yapraklarda yapilan analizde her iki biiylime

periyodunda da artis goriiliirken koklerde yapilan analizde ¢igeklenme sonrasi periyotta

azalis egiliminde oldugu, c¢iceklenme Oncesinde ise arttig1 gorilmiistiir.
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Sekil 17. 20-30 ve 55-65 °C’lerdeki sicaklik ortamlarmin nisasta igerigi iizerine
etkisi (Barlar standart sapmayi goéstermektedir (n=4). Ayni harfle
gosterilen siitunlar arasindaki fark %5 (P<0.05) seviyesinde 6nemsizdir.)

3.9. Farkhh Sicakhk Kosullarinda Bitkilerin Yapraklarinda Rubisco
Aktivitesindeki Degisimler

Yiiksek sicaklikta yasayan bitkilerin rubisco aktivitesinin normal sicaklikta
yasayanlara gore ¢igeklenme oncesinde %25, ¢igceklenme sonrasinda %88 oraninda arttigi

tespit edildi.
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Sekil 18. 20-30 ve 55-65 °C’lerdeki sicaklik ortamlarmin rubisco aktivitesi iizerine
etkisi (Barlar standart sapmayi gostermektedir (n=4). Aym harfle
gosterilen siitunlar arasindaki fark %35 (P<0.05) seviyesinde dnemsizdir.)

3.10. Farkhh Sicakhk Kosullarinda Bitkilerin Yapraklarinda Invertaz
Aktivitesindeki Degisimler

Sekil 19 daki verilere gore yiiksek sicakliklarda yasayan bitkilerin normal sicaklikta
yasayanlara gore alkali invertaz aktivitesinin yapraklarda yapilan analizde her iki biiyiime
periyodunda da arttig1 belirlenirken koklerde yapilan analizde ¢igeklenme Oncesinde

azaldig1 ¢igeklenme sonrasinda arttig1 belirlenmistir.
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Sekil 19. 20-30 ve 55-65 °C’lerdeki sicaklik ortamlarinin alkali invertaz aktivitesi
tizerine etkisi (Barlar standart sapmay1 gostermektedir (n=4). Ayni harfle
gosterilen siitunlar arasindaki fark %5 (P<0.05) seviyesinde 6nemsizdir.)

Sekil 20” deki verilere gore yliksek sicakliklarda yasayan bitkilerin normal sicaklikta
yasayanlara gore ¢Oziinlir asit invertaz aktivitesinin yapraklarda ve koklerde her iki

biiylime periyodunda da arttig1 belirlenmistir.
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Sekil 20. 20-30 ve 55-65 °C’lerdeki sicaklik ortamlarmin ¢dziiniir asit invertaz
aktivitesi iizerine etkisi (Barlar standart sapmay1 gostermektedir (n=4).
Ayni harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark %5 (P<0.05) seviyesinde
Onemsizdir.)
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Sekil 21°deki verilere gore yiiksek sicakliklarda yasayan bitkilerin normal
sicakliktakilere gore ¢ozlinmeyen asit invertaz aktivitesinin ¢igeklenme Oncesi ve sonrasi

bliylime periyodunda yapraklarda arttig1 belirlenirken koklerde azaldigi belirlenmistir.
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Sekil 21. 20-30 ve 55-65 °C’lerdeki sicaklik ortamlarinin ¢dziinmeyen asit invertaz
aktivitesi tlizerine etkisi (Barlar standart sapmay1 gostermektedir (n=4).
Ayni harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark %35 (P<0.05) seviyesinde
Onemsizdir.)



4. SONUCLAR

Yapmis oldugumuz bu ¢alisma sonucunda;

1.

10.

11.

12.

Normal sicaklikta (20-30 °C) yasayan bitkilerin su durumlarmi muhafaza ettigi
belirlenirken vyiiksek sicaklik kosullarinda (55-65 °C) yasayan bitkilerin su
potansiyellerinin azaldig1 belirlenmistir.

Yapraklarda tespit edilen malondialdehit miktarinin yiiksek sicaklik sartlari
altinda c¢iceklenme sonrasinda azaldigi c¢igeklenme Oncesinde arttig
belirlenmistir.

Yiiksek sicaklik kosullarinda yasayan bitkilerde hiicre membran kararliliginin
artt1g1 belirlenmistir.

Yapraklarda 6lciilen H,0; igeriginin yiiksek sicaklik kosullarinda ¢iceklenme
Oncesi ve sonrasindaki biiyiime periyotlarinin her ikisinde de azaldigi tespit
edilmistir.

Yapraklarda belirlenen klorofil iceriginin yiiksek sicaklik ortaminda azaldigi
bulunmustur.

Yapraklarda yiiksek sicaklik kosullarinda stoma iletkenliginin ¢igeklenme
sonrasi biiyiime periyodunda arttig1 tespit edilmistir.

Yapraklarda Slgiilen net fotosentez hizinin yiiksek sicaklik kosullarinda en fazla
ciceklenme sonrasinda arttig1 belirlenmistir.

Yapraklarda gergeklesen transpirasyon oranmin yiiksek sicaklik kosullarinda
yasayan bitkilerde c¢igeklenme sonrasinda artis tespit edilmistir.

Yapraklarda olgiilen fv/fm oraninin yiiksek sicaklik kosullarinda istatistiki bir
degisim goriilmemistir.

Yapraklarda olgiilen NPQ miktarmin yiiksek sicaklik kosullarinda azaldigi
gozlemlenmistir.

Yapraklardaki PS2’nin fotokimyasal veriminin yiiksek sicaklik ortaminda arttig
belirlenmistir.

Yapraklarda olgiilen ETR oraninin yiiksek sicaklik kosullarinda ¢igeklenme

oncesinde Ve sonrasinda arttigi tespit edilmistir.
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Yaprak ve kokte Olciilen nisasta igeriginin yiiksek sicaklik sartlarinda
yapraklarda arttig1 koklerde ise gigeklenme sonrasinda azalis egilimi gosterdigi,
cigeklenme Oncesinde arttig1r gozlemlenmistir.

Yapraklarda belirlenen rubisco aktivitesinin yiiksek sicaklik ortaminda
aktivitesinin arttig1 tespit edilmistir.

Yaprak ve kokte dlgiilen alkali invertaz aktivitesinde yiiksek sicaklik ortaminda
cigeklenme Oncesi bitki koklerinde azalma goriiliirken ¢iceklenme 6ncesi bitki
yapraklarinda ve ¢igeklenme sonrasinda bitkinin yaprak ve koklerinde artis
gorilmiistiir.

Yaprak ve kokte tespit edilen ¢oziiniir asit invertaz aktivitesinin yliksek sicaklik
ortaminda yaprakta da kokte de arttig1 belirlenmistir.

Yaprak ve kokte olgiilen ¢éziinmeyen asit invertaz aktivitesinin yiiksek sicaklik

kosullarinda koklerde azaldigi yapraklarda arttigi tespit edilmistir.



5. TARTISMA

Yiiksek sicaklik kosullarindaki Heliotropium thermophilum bitkisinde sicakligin
fotosentez tlizerindeki etkilerini belirlemek i¢in Oncelikle bitkilerin sahip oldugu stres
derecesini belirlemek amaciyla yapraklarda su potansiyeli, lipid peroksidasyonu, hiicre
membran kararliligi ve hidrojen peroksit 6lgtimleri yapilmistir. Daha sonra ise fotosentetik
gaz degisimi, klorofil floresansi, baz1 fotosentetik enzim aktiviteleri (rubisco ve invertaz)
ile klorofil ve nisasta igeriklerindeki degisimler belirlenmistir.

Su potansiyeli bitkinin su durumunu belirten 6nemli bir parametredir. Yiksek
sicaklik kosullarinda s6z konusu bitkinin su durumuyla ilgili bilgi edinmek amaciyla
yaprak su potansiyeli 6l¢iilmiistiir. Calismamizda yiiksek sicaklik kosullarinda bitkinin su
durumunu normal sicaklik ortamina gore c¢iceklenme oOncesinde ve sonrasinda %46
oraninda azaldigi bulunmustur. Literatiirde 46 °C’lik sicaklik stresi altindaki domates
bitkilerinde su potansiyelinde 6nemli bir degisiklik olmadig1 kaydedilirken (Havaux, 1992)
bugday bitkisi iizerinde yapilan bir ¢alismada 30 °C’lik sicaklik stresi kosullarinda su
potansiyelinin azaldig1 kaydedilmistir (Farooq vd., 2009).

Yiiksek sicaklik kosullarinda bitkilerin stres durumunu anlamak icin, normal ve
yiikksek sicaklik kosullarindaki bitkilerde MDA ve H,0; igerikleri Ol¢lilmiistiir.
Malondialdehit (MDA) miktar1 membran lipid peroksidasyonu derecesinin bir gostergesi
olarak kullanilmaktadir (Masia, 2003). Calismamizda ise yiiksek sicaklik stresi altinda
Heliotropium thermophilum bitkisinde MDA miktarinin ¢igeklenme oncesinde arttigi
ciceklenme sonrasinda azaldigi bulunmustur. Arabidopsis bitkileri {izerinde yapilan bir
calismada 40 °C’ lik sicaklik muamelesi sonucu MDA miktarinm arttigi rapor edilmistir
(Larkindale ve Knight, 2002). Ayrica Liu ve Huang (2000) bir gesit ¢im (Turfgrass)
bitkisinde 35 °C’lik sicaklik muamelesi sonucu MDA miktarinin arttigimi kaydetmislerdir.
Cesitli abiyotik stresler, bitkilerde protein, lipid, DNA hasarina sebebiyet veren reaktif
oksijen tiirlerinin agir1 tiretimine neden olurlar (Gill ve Tuteja, 2010). Mevcut ¢alismada ise
sicaklik stresi altinda HyO, igeriginin azaldig: tespit edilmistir. MDA miktarinin artisiyla
membran hasarinin da artis1 sebebiyle sicaklik stresindeki bitkinin membran hasarimni
engellemek i¢in H,O; igerigini azalttigi soylenebilir. Literatiirde ise sorgum bitkisi {izerine
yapilan calismada sicaklik stresi kosullarinda H»O, igerigini azalttigi bildirilmistir

(Djanaguiraman vd., 2010).
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Sicakliga toleransli bir varyete yiiksek fotosentez orani ve artan membran sicaklik
kararliligiyla karakterize edilir (Nagarajan vd., 2010; Scafaro vd., 2010). Bir¢ok abiyotik
stresin ilk hedefi biyolojik membranlardir (Bajji vd., 2002). Hiicre membran zararina
karsilik gelistirilen tolerans mekanizmasi hiicre membran kararliligidir (Premachandra,
1991). Calismamizda yiiksek sicaklik kosullarinda hiicre membran kararliliginin normal
sicaklik ortamina gore ¢igeklenme dncesinde %15, ciceklenme sonrasinda %18 oranlarinda
artt1igr  bulunmustur. Literatiirde Kentucky bluegrass bitkilerinin sicaklik stresiyle
uyarilmalariyla hiicre membran kararliiginin azaldigir bildirilmistir (Wang ve Huang,
2004). Ayrica literatiirde sicaklik stresi kosullarinda piring bitkisinde hiicre membran
kararliligimin arttigr bildirilmistir (Mohammed ve Tarpley, 2009). Benzer olarak daha 6nce
boriilce (Vigna unguiculata L.) bitkisinde yapilan c¢alismalarda da hiicre membran
kararhiligmin arttig: bildirilmistir (Ismail ve Hall, 1999; Ibrahim ve Quick, 2001).

Stres parametreleri ile ilgili yapilan bu yapilan analizler sonucunda yiiksek sicaklik
kosullarinda Heliotropium thermophilum bitkisinin stres parametrelerinde fazlaca bir
degisimin olmadigi, dolayisiyla yiiksek sicakliga oldukca toleransli bir bitki oldugu
anlagilmistir. Cigeklenme Oncesi ve sonrasi yapilan Ol¢liimlerde ise ciceklenme Oncesi
devrede bitkilerin yiiksek sicakliklara az da olsa daha toleransli olduklar1 goriilmiistiir.
Literatiirde ise ¢i¢ceklenme doneminde bitkilerin strese daha hassas olduklar1 bilgisi vardir
(Kaushal vd., 2016). Dolayisiyla elde edilen veriler literatiirle uyumludur.

Bundan sonraki deneysel asamalarda ise yiiksek sicakliklarda onemli bir stres
olusumu gozlenmeyen Heliotropium thermophilum bitkisinde fotosentetik sistemin nasil
etkilendigi arastirilmistir. Yapilan bazi1 fotosentetik parametre Olclimleri ile bitkilerin
yiiksek sicaklik stresine toleransli olmalarinin fotosentetik sistemle iliskisi belirlenmeye
caligilmistir.

Calismamizda yiiksek sicaklik kosullarinda klorofil igeriginin normal sicaklik
ortamina gore ¢iceklenme Oncesinde %14, ¢igeklenme sonrasinda %25 oranlarinda azaldigi
bulunmustur. Sicaklik stresinin fotosentetik aktivite iizerine etkisi yiiksek sicakliga duyarli
ve toleransli domates bitkisi {izerinde belirlenmistir ve dordiincii yaprak evresinde 2 saat
45 °C’ye maruz birakilan domateslerde klorofil igeriginin azaldig: belirlenmistir (Camejo
vd., 2005) ve bu azalis kloroplast membranlarinda gergeklesen lipid peroksidasyonunun
sonucu da olabilir (Bibi vd., 2008). Ayrica literatiirde ¢imlerde yapilan bir ¢alismada da
uzun siireli streslerde yaprak klorofil iceriginin azaldigi belirtilmistir (Jiang ve Huang,

2001). Mevcut c¢alismamizda ise klorofil igerigi ile ilgili elde ettigimiz bulgular,
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Heliotropium termophilum bitkisinin yiiksek sicakliklarda klorofil igerigini belirli bir
seviyede azaltmasina ragmen, bu sicaklik kosullarinda klorofil seviyesini 6nemli derecede
korudugunu da gostermektedir.

Fotoinhibisyon ETR ve klorofil floresansinin her ikisinin de inhibisyonuna neden
olmaktadir (Sharma ve Singhal, 1993). Calismamizda yliksek sicaklik kosullarinda ETR
miktarinin normal sicaklik ortamina gore ciceklenme Oncesinde %103, ¢iceklenme
sonrasinda %359 oranlarinda arttigi bulunmustur. Literatiirde ise hint fistig1 (Jatropha
curcas) bitkisinde 43 °C’ lik sicaklik stresi kosullarinda ETR oranmimn azaldid
belirlenmistir (Silva vd., 2010).

Calismamizda yiiksek sicaklik kosullarinda NPQ miktarinin normal sicaklik
ortamina gore ¢iceklenme Oncesinde %46, ¢igeklenme sonrasinda %25 oranlarinda azaldig:
tespit edilmistir. Benzer sekilde Arabidopsis mutantlari iizerinde yapilan bir ¢alismada 40
°C’ lik sicaklik muamelesi sonucu NPQ miktarinin azaldigi belirtilmistir (Zhang ve
Sharkey, 2009). Bugday ve arabidopsis bitkileri iizerine yapilan ¢aligmalarda 45,50, 55 °C’
lerdeki stres durumunun NPQ miktarmin 40 °C’ dekilere gore azaldigi bildirilmistir ve
bunun sebebinin de PS2’nin zarar1 en aza indirmek icin koruyucu diizenleyici
mekanizmasini harekete gegirdigini belirtmislerdir (Ait vd., 2008; Essemine vd., 2012;
Zivcak vd., 2014). Calismamizda da PS2’nin zarar1 en aza indirmek ve sicakligi tolere
edebilmek adina yaptig1 bir diizenleme olarak diisiiniilmektedir.

Calismamizda yiiksek sicaklik kosullarinda Fv/Fm oraninda normal sicaklik
ortamma gore c¢igeklenme Oncesinde ve giceklenme sonrasinda fark bulunamamustir.
Munne-Bosch ve Allegre (1994) ‘nin yaptigi ¢alismada da Fv/Fm oraninda degisim
olmadigi belirlenmistir. Ayrica Liu ve Huang (2000)’nin ¢im bitkisinde yaptig1 ¢aligmada
sicaklik stresi kosullarinda Fv/Fm oranmim azaldigim1 bulunurken kiltiir bitkilerinde bu
oranin arttig1 bulunmustur. Ayrica bir¢ok arastirmact bu oranin arttig1 sonucuna ulagsmistir
(Xue vd., 2001; Djanaguiraman vd., 2005; Germ vd., 2007). Bu durum yiiksek
sicakliklarda fotosentetik membranlarin korundugunu isaret etmektedir.

PS2’nin ¢evresel streste yapraklarda fotosenteze yanitta anahtar bir rol oynadigina
inanilmaktadir (Baker, 1991). Sicaklik gibi ¢esitli kisitlamalarin bu fotosistemin reaksiyon
merkezinin igerisinde ya da yakininda birincil hedef oldugu diisiiniilmektedir (Berry J,
Bjorkman, 1980; Kyle vd., 1987). Calismamizda yiiksek sicaklik kosullarinda PS2’nin
fotokimyasal veriminin normal sicaklik ortamina gore ¢igeklenme oncesinde %17,

ciceklenme sonrasinda %12 oranlarinda arttigt bulunmustur. Benzer olarak literatiirde
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Arabidopsis mutantlar1 {izerinde yapilan calismada 35-42 °C’ lik sicaklik stresi
kosullarinda fotokimyasal verimin arttig1 rapor edilmistir (Zhang ve Sharkey, 2009).

Fotosentezin  azalmasi  stomatal ve  stomatal olmayan  sinirlamalara
dayandirilmaktadir (Graan ve Boyer, 1990; Ort vd., 1994; Shangguan vd., 1999). Bu
stomatal sinirlamalardan biri de stoma iletkenligidir. Sicaklik stresi kosullarinda stoma
iletkenligi stresi belirlemede 6nemli parametrelerden biridir. Calismamizda ytiksek sicaklik
kosullarinda stoma iletkenliginin normal sicaklik ortamina gore ¢igeklenme Oncesinde
farkli olmadigi, ¢iceklenme sonrasinda ise %26 oraninda arttigi bulunmustur. Bu artisin
sebebi yapraklardaki fotosentetik kapasiteyi arttirmak amagli olabilir. Benzer sekilde
gelismis biiyiime sartlar1 altinda Arabidopsis bitkisinde %30’luk fotosentez orani ve CO,
gaz degisimi pozitif olarak stoma iletkenligini arttirmistir (Tanaka vd., 2013). Ayrica hint
fisug1 (Jatropha curcas) bitkisinde 43°C’lik sicaklik stres sartlar1 altinda stoma
iletkenliginin azaldig bildirilmistir (Silva vd., 2010).

Calismamizda yiliksek sicaklik kosullarinda net fotosentez hizinin normal sicaklik
ortamina gore ¢igeklenme Oncesinde %73, ¢iceklenme sonrasinda %102 oranlarinda arttig
bulunmustur. Bu artisin elektron transport sisteminin zarar gérmesi sebebiyle gergeklestigi
disiiniilmektedir ve ayrica ETR miktarindaki artista bu goriisii  desteklemektedir.
Literatiirde ise sicaklik stresi sartlarinda pamuk bitkisinde fotorespirasyonunun olmadigi
sartlarda bile CO2’nin artisiyla net fotosentez hizinin arttigi bildirilmistir (Crafts-Bradner
ve Law, 2000). Ayrica hint fistig1 (Jatropha curcas) bitkisinde net fotosentez hizinin 43
‘C’lik sicaklik stresi kosullarinda azaldigi belirtilmistir (Silva vd., 2010).

Calismamizda yiiksek sicaklik kosullarinda transpirasyon oraninin normal sicaklik
ortamina gore ¢iceklenme oncesinde degismedigi, ¢igeklenme sonrasinda %105 oraninda
arttigr bulunmustur. Literatlirde sorgum yapraklar iizerinde yapilan aragtirmaya gore de
sicaklik stresi altinda transpirasyon oranimnin arttigi bildirilmistir (Djanaquiraman vd.,
2010). Ayrica transgenik domates bitkilerine 38 °C’ lik sicaklik stresi uygulandiginda
transpirasyon oraninin azaldigi bildirilmistir (Cheng vd., 2009).

Elektron transferi (Wise vd., 2004) ve rubisco aktivasyonunun (Salvucci ve Crafts-
Brandner, 2004) her ikisi de sicaklik stresinin diizenlenmesinde fotosentezin inhibisyonuna
neden olan siirecler olarak onerilmistir. Benzer sekilde Liu ve Huang 2008 yilinda yapmis
olduklar1 ¢aligmada, yiiksek sicaklik altinda fotokimyasal etkinin azaltilip elektron
transferinin  zayiflatilmasiyla rubisco aktivitesinin inhibe edilebilecegi sonucuna

ulasmiglardir. Calismamizda yiiksek sicaklik kosullarinda rubisco aktivitesinin normal
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sicaklik ortamina gore ¢iceklenme Oncesinde %25, ciceklenme sonrasinda yaklasik %88
oranlarinda arttig1 bulunmustur. Bu artis1 bitkinin sicakligi tolere ederek fotosentezi devam
ettirebilmek icin gergeklestirdigini sOyleyebiliriz. Ayrica literatiirde Law ve Crafts-
Brandner, (1999, 2000) yaptiklar1 ¢alismalar da 42,5°C’lik sicaklik stresi altinda ki pamuk
(Gossypium hirsutum L.) bitkisinde rubisco aktivitesinin arttig1 sonucuna ulagmislardir.
Birgok arastirmaci Deschampsia antarctica (antartika ¢imi), tiitiin ve 1spanak yapraklari
tizerinde yaptiklar1 ¢aligmalarda benzer sonuca ulagsmislardir (Salvucci ve Crafts Bradner,
2004; Yamori vd., 2006-2012; Yamori ve Von Coemmerer, 2009).

Calismamizda yiiksek sicaklik kosullarinda yapraklarda sitoplazmik invertaz
aktivitesinin normal sicaklik ortamina gore ¢igeklenme dncesinde %9 oraninda azalirken,
ciceklenme sonrasinda %9,5 oraninda arttigi bulunmustur. Koklerde ise ¢igeklenme
oncesinde %71 oraninda, ¢iceklenme sonrasinda %256 oraninda artmaktadir. Invertaz
sakkarozu glukoz ve fruktoza hidrolize eder ve bitki gelisim ve biiylimesinde anahtar bir
role sahiptir (Ruan, 2012). Li ve arkadaslar1 2012 yilinda yaptiklari ¢alismada sicaklik
stresine toleransli domates bitkisinin sicaklik stresi kosullarinda invertaz aktivitesinin
arttigini belirlemislerdir.

Calismamizda yiiksek sicaklik kosullarinda yapraklarda apoplazmik invertaz
aktivitesinin normal sicaklik ortamina gore ¢igeklenme Oncesinde %28, ¢igeklenme
sonrasinda yaklasik %11 oranlarinda azaldigi bulunmustur. Koklerde ise cigeklenme
oncesinde %67, ¢igeklenme sonrasinda %83 oranlarinda azaldigi bulunmustur. Literatiirde
apoplazmik invertazin yiiksek aktivitesinin ozellikle govdede transport hiicreleri ve
depolama hiicrelerinden apoplazma igerisine sizan sakkarozun iyilestirici 6zelligiyle ilgili
olabilecegi rapor edilmistir (Ayre, 2011). Apoplazmik invertazin sicakliga duyarli domates
tomurcuklarinin anterlerinde azaldig: bildirilmistir (Pressman vd., 2006). Ayrica literatiirde
sicaklik stresi altinda sitoplazmik ve apoplazmik invertazin makSimum up regiilasyon
gerceklestirdigi bildirilmistir (Roitsch vd., 2003).

Calismamizda yiiksek sicaklik kosullarinda yapraklarda vakuolar invertaz
aktivitesinin normal sicaklik ortamina gore ¢igeklenme Oncesinde %58, c¢igeklenme
sonrasinda %54 oranlarinda arttigr bulunmustur. Koklerde ise ¢igeklenme Oncesinde %2,
cigeklenme sonrasinda %19 oranlarinda arttigi bulunmustur Literatiirde domates bitkisi
lizerine yapilan ¢calismada sicaklik stresi kosullarinda vakuolar invertaz aktivitesinin arttigi

belirlenmistir (Li vd., 2011). Ayrica domates bitkisi (Solanum lycopersicum) iizerine
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yapilan bir bagka ¢alismada da meyve olgunlasmas: siiresince heksoz birikimiyle vakuolar
invertaz aktivitesinin arttig1 belirlenmistir (Klann vd., 1993; Jin vd., 2009).

Birgok bitki tiirtinde (Seddigh ve Jolliff, 1984; Morita vd., 2005) bitki verimi, nisasta
igerigi (Turnbull vd., 2002), membran kararliligi (Reynolds vd., 1994), ¢igeklenme zamani
ve azalan tohum boyutuyla (Gibson ve Mullen, 1996) iliskilidir. Literatiirde nohut
yapraklarinda sicaklik stresi muamelesi sonucunda nisasta igeriginde %35’°lik artis
belirlenmistir (Awasthi vd., 2014). Calismamizda yiiksek sicaklik kosullarinda yapraklarda
nisasta iceriginin normal sicaklik ortamina gore ¢igeklenme Oncesinde %76, cigeklenme
sonrasinda %51 oranlarinda arttig1 bulunmustur. Koklerde ise ¢iceklenme Oncesinde %12
oraninda artti1, c¢iceklenme sonrasinda %6 oraninda azaldigi tespit edilmistir. Ayrica
literatiirde transgenik patates yumrularinda nisasta i¢eriginin azaldigi belirtilmistir (Tjaden
vd., 1998).

Fotosentetik parametrelerle ilgili elde edilen bulgular H. termophilum bitkisinin
yiiksek sicaklik kosullarinda fotosentetik birimlerini korudugu, yiiksek sicakliklarda
bitkide belirli dlglide stres tespit edilmekle beraber bu stres etkisini fotosentetik verime
aktarmadigr belirlenmistir. Ayrica sdzkonusu analizler sonucunda yiiksek sicaklik
kosullarinda fotosentez hizinda normal ortama gore dnemli 6lgiide artiglarin olmasi da ¢ok
ilging bulunmus olup, bu konunun daha ayrintili olarak arastirilmasinin yararli olacagi

sonucuna varilmistir.
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6. ONERILER

Heliotropium termophilum bitkisi asir1 yliksek sicakliklarda yasayabilen ¢igekli bir
bitkidir. Ilk olarak Tiirkiye’de bulunmus olmasi1 ve literatirde bu kadar yiiksek
sicakliklarda yasayabilen bagka bir bitkiye rastlanilmamis olmasi bu bitki {izerinde ¢aligma
yapilmasinin  6nemliligini gostermektedir. Bu tez kapsaminda yaptigimiz ¢alismalar
sonucunda yiiksek sicaklik kosullarinda fotosentez hizinda normal ortama gore Onemli
Olclide artislarin olmasi da ¢ok ilging bulunmus olup, bu konunun daha ayrintili olarak
arastirilmasinin yararl olacagi sonucuna varilmistir.

Elde edilen fotosentetik analiz verileri H. thermophilum bitkisinin, yiiksek sicakliga
tolerant oldugu bilinen bitkilerden daha farkli bir kloroplast yapisina ve 6zelliklerine sahip
olduguna isaret etmektedir. Yiiksek sicaklik stresine toleransli yeni kiiltiir bitkilerinin
gelistirilmesi, bitki bilimcileri i¢in en Onemli arastirmalardan biridir. Bu bitki iizerinde
yapilacak daha ayrmtili ¢alismalar sonucu elde edilecek verilerin, kiiresel 1sinmanin
etkilerinin artti§1 giinlimiizde ve gelecekte yiiksek sicakliklara daha dayanikli kiiltiir

bitkilerinin gelistirilmesinde kullanilabilme potansiyeli mevcuttur.
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