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TERMOFIL HELIOTROPIUM THERMOPHILUM BITKISININ LABORATUVAR
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Biyoloji Anabilim Dali
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Bu calismada endemik ve termofil bir ¢icekli bitki olan Heliotropium thermophilum
un laboratuvar kosullarina adaptasyonu arastirilmistir. Bitkilerin yiiksek sicakliklarda
biiyiimeleri nadir rastlanan bir durum olmakla birlikte H. thermophilum bitkisi, 55-65 °C
toprak sicakligina sahip jeotermal bir alanda hayatini devam ettirebilen bir tiirdiir. Bu bitki
tizerinde literatiirde daha Once laboratuvar sartlarinda yapilmis herhangi bir arastirmaya
rastlanmamustir. H. thermophilum bitkileri Aydin ili Buharkent Jeotermal alanindan alinan
bitki tohumlariyla kontrollii olarak laboratuvar sartlarinda biyiitiilmiistiir. Laboratuvarda
2543 °C’lik kisminda biiyiiyen bitkiler kontrol grubu, 60+4 °C’de biiyiiyenler ise deney
grubu olarak degerlendirilmisti. Kontrol ve deney grubu bitkilerinin yapraklarinda yaprak
su potansiyeli, hiicre membran kararliligi, yaprak kuru agirligi, lipid peroksidasyonu,
hidrojen peroksit, toplam klorofil, toplam karetonoid, toplam fenol, toplam flavonoid,
toplam antosiyanin, prolin ve toplam ¢oziinebilir seker icerikleri Ol¢iilmiistiir. Bu
Olgtimlerden elde edilen verilere ve yapilan gozlemlere gore H. thermophilum bitkisinin
yiiksek sicaklik kosullarinda 6nemli bir stres yasamadigi belirlenmistir. Sonug olarak bu
caligma ile H. thermophilum bitkisinin optimize edilmis laboratuvar kosullarinda, yiiksek

sicakliga olduk¢a dayanikli oldugu kontrollii denemelerle ortaya konulmustur.

Anahtar Kelimeler: Heliotropium thermophilum, yiiksek sicaklik, termofil, adaptasyon,
termotolerans.
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INVESTIGATION OF ADAPTATION OF THERMOPHILIC HELIOTROPIUM
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In this study, the adaptation of Heliotropium thermophilum, an endemic and
thermophilic flowering plant, to laboratory conditions has been investigated. The H.
thermophilum plant is a species that can survive in a geothermal field with a soil
temperature of 55-65 °C, with plants growing at high temperatures being a rare occurrence.
No research has been found on this plant in the literature under laboratory conditions. H.
thermophilum plants were grown under controlled laboratory conditions under with plant
seeds collected from Buharkent geothermal field, Aydin province. Plants growing at 25+3
°C in the laboratory were named as control group while the plants growing at 60+4 °C were
called as experimental group. Leaf water potential, cell membrane stability, leaf dry
weight, lipid peroxidation, hydrogen peroxide, total chlorophyll, total carotenoid, total
phenol, total flavonoid, total anthocyanin, proline and total soluble sugar contents were
measured in the leaves of control and experimental group plants. According to the data
obtained from these measurements and observations, H. thermophilum plants were found
not to experience significant stress in high temperature environment. In conclusion, this
study showed that H. thermophilum plant was highly resistant to high temperature under

optimized laboratory conditions.

Key Words: Heliotropium thermophilum, high temprature, thermophilic, adaptation,
thermotolerance.
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1. GENEL BIiLGILER

1.1. Giris

Diinyada ortalama sicaklik her gecen giin artmaktadir. Yapilan arastirmalarda
uzmanlar, kiiresel hava sicaklimm son 10 yilda ortalama olarak 0,2 °C arttigmi, 2100
yilina kadar sicakligin simdiki seviyesinden ortalama 1,8 - 4,0 °C daha yiiksek olacagini
tahmin etmektedirler (IPCC, 2007). Kiiresel 1sinmadan dolay: bitkilerin biiyiimesi ve
gelismesi olumsuz bir sekilde etkilenmekte ve yliksek sicakliklar bitkiler tizerinde zarar
verici etkilere neden olmaktadir. Uzmanlar, gelecekte buzullarin erimesiyle birlikte kiiresel
isinmanin daha fazla artacagini, tolerans Ozellikleri sinirli olan bitkilerde verimin daha
fazla azalacagini ileri siirmektedirler. Ayni1 zamanda sicakliktaki bu artisin baz1 bolgeleri
daha fazla etkileyecegi de diisiiniilmektedir. Bunun sonucu olarak siiphesiz bitkilerde
onemli verim kayiplari olusacaktir. Ornegin 3-4 °C’lik sicaklik artisinin  hububat
tiretiminde Afrika ve Asya’da %15-35, Ortadogu’da ise %25-35 diislise neden olacagi ileri
striilmistiir (Ortiz vd., 2008). Gelecekte yiiksek sicaklik stresinin bitkiler tizerindeki
etkileri diinya niifusunun beslenme problemi nedeniyle, biiyiik 6nem tasimaktadir. Diinya
niifusunun 2050 yilinda yaklasik 9 milyar olacagi ongdriilmekte olup, niifustaki bu artisi
beslemek i¢in gerekli olan besin lretiminin %70 daha fazla olmasi gerektigi tahmin
edilmektedir (Bita ve Gerats, 2013). Bu sebeple bitkilerin yiiksek sicaklik stresine karsi
toleranslarini artirmak i¢in ¢esitli calismalar yapilmaktadir.

Yiiksek sicaklik stresinin bitkilerin fizyolojisi, biyokimyasi ve gen diizenleme
mekanizmalari iizerine ¢ok genis bir etkiye sahip oldugu bilinmektedir. Bu nedenle bitkiler
herhangi bir mekanizma gelistirmeden asir1 yiiksek sicaklik kosullarinda canliliklarini
devam ettiremezler. Bu mekanizmalar, kisa siireli sakinma veya aklimasyon
mekanizmalar1 ya da uzun siireli evrimsel adaptasyonlardir. Sicak ve kuru bir ortamdaki
bitkilerin canli kalmasi ¢esitli adaptasyon mekanizmalarinin bir araya gelmesiyle basarilir.
Bitkilerdeki sakinma mekanizmalarina ornek olarak; yaprak yerlesimindeki degisme,
transpirasyonal sogutma, yaprak kivrilmasi, erken olgunlasma ve membran lipid
birlesimindeki degismeler verilebilir (Fitter ve Hay, 2002).

Yiiksek sicaklik stresi, ayni zamanda bitki metabolitlerinin

kompartmentalizasyonunu ve biyosentezini etkileyerek, metabolit dengesini de bozar



(Maestri vd., 2002). Ornegin yiiksek sicaklik karbohidrat metabolizmasinda gérevli bazi
genlerin ifade seviyesini azaltarak (down regiilasyon) sakkaroz sentezini, nisasta birikimini
ve karbon metabolizmasinda ¢alisan enzimlerinin aktivitelerini degistirir (Ruan vd., 2010).
Ayrica yiiksek sicaklik stresine karsi cevap olarak baslica osmolitlerden prolin, glisin-
betain, ¢oziinebilir sekerler, seker alkolleri, baz1 tersiyer ve kuarterner amonyum bilesikleri
miktarlarinda artiglar meydana gelmektedir (Sairam ve Tyagi, 2004; Wahid, 2007).
Metabolizmada biriken osmolitlerin, membran yapisin1 dengede tuttugu ve protein
kararliligmmi artirdig@i dasiiniilmektedir (Mirzaei vd., 2012). Bu yiizden, asir1 yiiksek
sicakliklarin etkisinde kalan bitkilerdeki en onemli uyum mekanizmalarindan biri de
ozmotik diizenlemeyi saglayan ozmoprotektanlarin birikimidir (Sakamoto ve Murata,
2000). Soyle ki; prolin, glisin-betain ve ¢oziinebilir sekerlerin birikimi, metabolizmadaki
ozmotik aktiviteyi devam ettirerek, hiicresel redoks potansiyelini baskilayarak, membran
kararlilig1 saglayarak ve hiicre-su dengesini devam ettirerek artan yiiksek sicakliga karsi
bitkileri korurlar (Farooq vd., 2008). Ornegin transgenik olarak prolin iiretimi artirilan
bitkilerde yiiksek sicaklik altinda yaprak su potansiyelinin daha negatif oldugu ve
koruyucu ksantofil pigmentlerinin daha fazla iiretildigi saptanmistir (Dobra vd., 2010).
Ayrica yiiksek sicaklik kosullarinda artan karbohidrat miktar: bitkilere yiiksek sicaklik
stres toleransina kars1 onemli bir fizyolojik direng kazandirir (Liu ve Huang, 2000).
Bitkilerde yiiksek sicaklik stresine cevap olarak flavonoidler, antosiyaninler,
steroidler ve fenolikler gibi sekonder metabolitlerin biriktigi ve yiiksek sicaklik toleransina
onemli derecede katkida bulunduklari bilinmektedir (Wahid, 2007). Ornegin domates
bitkisi iizerinde yapilan bir g¢alismada yiiksek sicaklik stresinin ¢oziinebilir fenolik
birikimine neden oldugu bildirilmistir (Rivero vd., 2001). Yiiksek sicaklik stresi altinda
bitki metabolizmasinda artan sekonder metabolit sentezinin oksidatif stres hasarlarina karsi
koruyucu rol oynadigi saptanmistir. Domates ve kavunda yapilan bir ¢alismada, sicaklik
stresinin fenolik maddelerin sentezini uyardigini ve pargalanmasini ise inhibe ettigi ve
sonug olarak fenolik maddelerin birikiminin arttig1 gosterilmistir. Bitkilerde bu sekonder
bilesiklerin birikmesi, yiiksek sicaklik stresine karsi bir uyum mekanizmasidir (Rivero vd.,
2001). Bu uyum mekanizmasiyla birlikte yapraklar, ¢evresel kosullarin degismesine hizli
cevap verebilirler (Wahid vd., 2007). Ayrica karotenoidlerin diger sekonder bilesikler gibi
bitkileri ¢esitli streslere karsi koruma gorevleri vardir. Bu bilesikler yiiksek sicaklik ve

1518a karst bitkilerde 6nemli koruyucu roller iistlenirler (Camejo vd., 2006). Ornegin



ksantofiller ve diger baz1 terpenoidler (izopren ve tokoferol) tilakoid membranlarin lipid
fazin1 dengede tutarlar.

Yiiksek sicaklik stresinin en 6nemli belirtilerinden birisi de dokularda meydana gelen
senesensdir. Senesens, hiicredeki ¢esitli metabolik olaylar sonucunda protein bozulmasi,
lipid peroksidasyonu, membran lipidlerinin akiskanligindaki artig ile iligkili olarak
membran hasariyla birlikte olusur (Savchenko vd., 2002). Bu sebeple membranlardaki
lipid doygunlugu yiiksek sicaklik toleransinda ¢ok onemli bir 6zelliktir. Membranlarda
biriktirilen doymus yag asitlerinin miktari, lipidlerin erime sicakligini artirir ve membran
akiskanliginda sicaklik tarafindan olusacak olan artig1 engeller. Kisaca 6zetlemek gerekirse
bitkilerdeki yag asitlerinin doymusluk seviyesinin artmasi membran kararliligini devam
ettirir ve sicaklik toleransinda énemli rol oynarlar (Larkindale ve Huang, 2004).

Bitkiler aleminde iletim demeti ihtiva eden yiiksek yapili bitkilerde biiylime, gelisme
ve ¢ogalma icin azami sicaklik smnir1 ortalama olarak 45 °C civarinda olmasina karsin bu
sicakliklarda bile biiyiiyiip gelisebilen bitki sayis1 yok denecek kadar azdir. Ornek vermek
gerekirse; yiiksek sicakliklara uyum saglamis ve toleransli olan ¢ol bitkileri bile bu yiiksek
sicakliklarda yeterince biiyliyemez ve gelisemezler (Brock, 1994). Bu konu ile ilgili olarak
literatlirde rastlayabildigimiz birka¢ bitkiden 6rnek vermek gerekirse; sicaklia adapte
olmus termal Agrostis scabra (bir ¢im tiirii) nin toprak sicakligi 45 °C ‘ye kadar olan
jeotermal alanlardaki yiiksek sicaklik cevap proteinlerindeki degisimler arastirilmistir
(Tian vd., 2009). Diger bir c¢aligmada ise Chenopodium album bitkisinin farkli
populasyonlarinda sicak sok proteinleri (HSP) ile fotosentezde meydana gelen
varyasyonlar arastirilmistir. Bu ¢alismada bitkiye disardan maksimum 48 °C’ye kadar
sicaklilar uygulanmis ve bu sicakliklardaki uygulama en fazla 1 saat siireyle yapilmistir
(Barua vd., 2008). Son olarak, yiiksek sicakliga toleransli oldugu bilinen yabani bir geltik
tiirii (Oryza meridionalis) en fazla 45 °C’de 24 saat bekletilerek bitkideki fizyolojik ve
molekiiler degisimler arastirilmistir (Scafaro vd., 2010). Onerilen teze konu olan ve 55-65
°C sicakliga sahip jeotermal bir alanda hayatini normal olarak devam ettirebilen bir tiir
olan Heliotropium thermophilum bitkisinin yasayabildigi sicaklik araliginda ve uzun bir
zaman periyodunda hayatint devam ettirebilen benzer bir bitkiye literatiirde
rastlanmamistir. Dolayisiyla bu bitkinin sicaklik tolerans 6zelliklerinin arastirilmasi
oldukca oOnemlidir. Bitkinin dogal habitatindaki ¢esitli faktorler bu 6zelliklerin
belirlenmesine engel teskil edebilir. Ornegin, dogal sartlarda yetisen bitkilerin kesin yasini

belirlemek oldukca zordur. Bitkilerin yaslar1 da onlarin ¢evresel etmenlere cevaplarini



etkileyebilir. Bu sebeple arazi kosullarinda farkli zamanlarda yapilan karsilastirmali
calismalarda elde edilen sonuglar geligkili olabilir. Bitkilerin yasina ilaveten, bitkilerin
yetistikleri topragin igerigi de bitkilerin verdikleri bu cevaplarda rol oynayabilir. Bu
nedenle bitkilerin yetistirme ortamlarinin bilinmesi de énemlidir. Bu ve benzeri faktorlerin
kontrol altinda tutulmasi, bitkilerin sicaklik stresi toleranslarini saglayan 6zelliklerin tespiti
acisindan 6nem arz etmektedir. Ote yandan Heliotropium thermophilum gibi sicaklik
tolerans1 oldukga yiiksek olan bitkinin, bunun nasil yapabildiginin belirlenmesi i¢in bu
bitkinin kontrollii sartlar altinda yetistirilmesi gerekmektedir.

Ozetle bu calismada endemik ve termofil bir cicekli bitki olan Heliotropium
thermophilum’un (Boraginaceae) yiiksek sicaklik kosullarina yaniti laboratuvar sartlarinda
yaprak su potansiyeli, hiicre membran Kkararliligi, yaprak kuru agirhgi, lipid
peroksidasyonu, hidrojen peroksit, toplam klorofil, toplam karetonoid, toplam fenolik
madde, toplam flavonoid, toplam antosiyanin, prolin ve toplam ¢oziinebilir seker igerikleri

gibi parametreler olgiilerek ilk kez belirlenecektir.

1.2. Stres ve Stres Cesitleri

Canlilarda normal yasam fonksiyonlarini baskilama egiliminde olan olumsuz etkiler
ya da kuvvetler stres olarak tanimlanmaktadir (Kadioglu, 2011). Stres tanimi ayrica
bliylime, gelisme ve iiretim i¢in genetik potansiyelin ifadesini olumsuz sekilde etkileyen
herhangi bir ¢evresel faktorii veya bunlarin etkilesimlerini icermektedir (Jones ve Qualset,
1984). Stres, biyotik ve abiyotik faktorlerin ayrt ayri ya da birlikte fizyolojik ve
biyokimyasal olaylarda belli degisimleri meydana getirmesi veya organizmada hasar
olusturma kapasitesi olarak da tanimlanabilir (Levitt, 1980). Baska bir deyisle, biiylime,
gelisme ve tiretim igin genetik potansiyelin ifadesini olumsuz sekilde etkileyen herhangi
bir ¢evresel faktorii veya bunlarin etkilesimlerini icermektedir (Jones ve Qualset 1984).

Giiniimiizde stres faktorleri biyotik ve abiyotik olmak iizere ikiye ayrilmaktadir
(Levitt, 1972). Abiyotik stres faktorleri; diisiik ve yiiksek sicaklik, kuraklik, tuzluluk, su
fazlalig1, radyasyon, cesitli kimyasallar, riizgar ve besin yetersizliginden olusur. Biyotik
faktorler ise viriis, bakteri ve funguslar1 igeren patojenler, bocekler ve herbivorlar igine

alir (Yilmaz vd., 2011, (Sekil 1)).
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Sekil 1. Cevresel stres tipleri (Yi1lmaz vd., 2011)

Bitkilerin strese verdikleri cevaplar farkli sekillerde tanimlanmaktadir (Taiz ve
Zeiger, 2002).

Kagis (escape): Sadece kosullarin uygun oldugu donemlerde bitkinin zamanindan
once bilyiime ve geligmesini tamamlamasidir. Ornegin, kuraklik gelmeden 6nce yagish
mevsimde yasam dongiilerini erkenden tamamlayan bitkilerin davraniglaridir (Taiz ve
Zeiger, 2002).

Sakinim (avoidance): Bitkilerin olusan stres faktorlerinin olumsuz etkilerini
azaltmasi veya engellemesidir. D1 ortamda stres olusturabilecek kosullar olmasina karsin
bitki hiicrelerinin stresten uzak bir i¢ ortam olusturmasidir (Taiz ve Zeiger, 2002).

Tolerans (tolerance) veya direng (resistance): Genelde literatiirde “stres toleransi”
terimi “stres direnci” ile birlikte kullanilir. Fakat “tolerans” terimi daha c¢ok tercih
edilmektedir. Bitkilerde tolerans kelimesi karmasik bir fizyolojik olay olup, organizmaya
ilk olarak oldiiriicii olmayan yiiksek derecede stresin (subletal) uygulanmasindan hemen
sonra uygulanan dldiiriicii strese (letal) kars1 organizmanin dayanma yetenegidir. Bagka bir
deyisle, stres faktorlerinin Oldiriicii etkisinin elimine edilmesi, azaltilmasi veya
onarilmasidir. Bitkilerin digsal streslere karsi tepkileri oldukca komplike olup, basit
kimyasal ya da biyokimyasal direkt cevaplar, karisik hormonal veya gelisim cevaplari ile
genetiksel olarak ortaya ¢ikan kalitsal etkilere kadar birgok fizyolojik cevapla ilgilidir.
Bununla birlikte, bir tiir icin stres olusturan kosul veya kosullar baska bir bitki tiirii i¢in

stres olusturmayabilir. Yani her bitkinin etkilendigi stres o bitkinin kendi mekanizmasi ve



tolerans: ile ilgilidir. Ornegin, bir bitki biiyiitme diizenegi kurulup bezelye ve soya
fasulyesi bitkileri normal sartlar altinda 20°C ve 30°C’de optimum biiyiime gosterirken,
ayni sartlar altinda sadece sicakligin artirilmasi ile birlikte bezelye bitkisi daha erken zarar
gorlir. Yani, soya fasulyesinin termal toleransi bezelyeninkinden daha fazladir (Taiz ve
Zeiger, 2002).

Uyum (acclimation) ve adaptasyon (adaptation): Uyum nesilden nesile aktarilamayan
yani kalitimla ilgili olmayan stres cevaplarini ifade ederken, adaptasyon ise nesilden nesile
aktarilabilen yani kalitimla ilgili olan stres cevaplarimi ifade eder. Onceden bir strese maruz
kaldiktan sonra bitkide tolerans artmigsa, bitki kuvvetlenmis (hardened) olarak kabul edilir.
Uyum genellikle nesiller boyunca dogal secilimle kazanilan direncin genetik yonden
belirlenmis seviyesi olarak ifade edilen adaptasyondan ayrilir. Ayrica, adaptasyon terimini
uyum kavrami yerine kullananlar da olmustur. Diger taraftan, gen ifadesinin uyumdaki
Oonemi cok biiyiiktiir. Cevresel streslere karsi adaptasyon ve uyum, anatomik ve morfolojik
seviyeden baslayarak hiicresel, biyokimyasal ve molekiiler seviyeye kadar uzanan
organizasyonun tiim seviyelerinde meydana gelen ve her biri birbiriyle iligkili olaylardan

olusur (Taiz ve Zeiger, 2002).

1.3. Bitkilerde Yiiksek Sicaklik Stresi ve Cevap Mekanizmalari

Kiiresel 1sinma nedeniyle siirekli artan sicakliklar bitkilerde stres olusturabilir. Bu
streslerle beraber bitkilerde birtakim degisimler meydana gelebilir (Hasanuzzaman, 2013,
(Sekil 2)). Kiiresel hava sicakliginin her on yilda 0,2 °C arttig1 ve yakin gelecekte sicaklik
artiglarinin 1,8-4,0 °C 'den daha yiiksek sicakliklara ulasabilecegi tahmin edilmektedir.
Yiiksek sicaklik stresi bitki biiyiime ve verimini olumsuz etkileyen bazi morfolojik,
fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler degisikliklere neden olmaktadir (Lobell, 2003;
Yildiz ve Terzioglu, 2007).
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Sekil 2. Bitkiler lizerindeki yiiksek sicakligin etkileri (Hasanuzzaman vd., 2013)

Yiiksek sicaklikta, hiicresel hasar veya hiicre 6limi hiicresel organizasyonlarin
¢Okiisii sonucunda dakikalar iginde meydana gelebilir (Ahuja, 2010). Sicaklik stresi,
¢imlenme, biiylime, gelisme, lireme ve verim gibi bitki gelisim siireclerini tiim yonleriyle
etkiler (McClung ve Davis, 2010) ve proteinler, membranlar, RNA’lar ve iskelet yapilar
tizerinde farkli etkilere sahip olur (Ruelland ve Zachowski, 2010). Olusabilecek bu yiiksek
sicaklik hasarlarina karst Dbitkiler, bazi1 adaptasyon mekanizlar1 gelistirebilirler

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

1.3.1. Bitkilerin Yiiksek Sicaklik Stresine Kars1 Verdigi Cevaplar

1.3.1.1. Morfolojik Cevaplar

Tropikal iklimlerde asir1 151k ve yiiksek sicakliklar genellikle bitki biiylimesini ve
nihai iiriin verimini etkileyen en sinirlayici faktorlerdendir. Yiiksek sicakliklar, yapraklarin
ve dallarin kizarmasi, yapraklarda giines yanigi, yaprak yaslanmasi ve kopmasi, siirgiin ve
kok biliyimesinin engellenmesi, meyve renk degisikligi, yapraklarda senesens ve absisyon
gibi hasat Oncesi ve hasat sonras1 6nemli zararlara ve verim kayiplarina neden olabilirler
(Guilioni vd., 1997; Ismail ve Hall, 1999; Vollenweider ve Gunthardt-Goerg, 2005).
Benzer sekilde 1liman boélgelerde, sicaklik stresinin musir gibi birgok iiriiniin verimindeki
azalmanin en 6nemli nedenlerinden biri oldugu bildirilmistir (Giaveno ve Ferrero, 2003).

Bitkilerde yiiksek sicakliga bagli modifikasyonlar, mevcut fizyolojik siirecleri
dogrudan etkileyebilir veya alternatif olarak gelisme modelini degistirebilir. Bu tepkiler bir
fenolojik asamadan digerine farklilik gosterebilir. Ornegin, sicaklik stresinin gelismekte
olan tohumlara olan uzun vadeli etkileri, gecikmeli ¢imlenme ya da tohumlarin canliligin
kaybetmesi sonucunda fide olusumunda azalmalara neden olabilir. Giinlik degiskenlik

gosteren sicaklik altinda, misir koeptilindeki biiyiimenin 40 °C'de azaldigi, 45°C'de ise



tamamen durdugu rapor edilmistir (Weaich vd., 1996). Yaprak genislemesindeki hasar en
diisiik seviyede olsa da, yiiksek sicakliklar; misirda, darida ve seker kamisinda nispi
biiyiime hiz1 ve net asimilasyon oraninda, siirgiin kuru agirliginda 6nemli azalmalara neden
olmustur (Ashraf ve Hafeez, 2004; Wahid, 2007). Yiiksek sicakliklarin siirgliniin
biliyiimesine yaptig1 onemli etkilerden biri de, bitkilerde erken o6liimle sonuglanan ilk
internod boyundaki zamanindan &nce uzamadir (Hall, 1992). Ornegin, yiiksek sicakliklar
altinda yetistirilen seker kamisi bitkilerinde kiigiik internodlar, siirglin artisi, erken
yaslanma ve toplam biyokiitlenin azalmasi gibi olumsuzluklar gézlemlenmistir (Ebrahim
vd., 1998).

Yiiksek sicaklik stresi, tek basina veya kuraklikla birlikte, iliman bolgedeki pek ¢ok
hububat iiretiminin polen ve dane doldurma asamalarinda siklikla karsilasilan bir
durumdur. Ornegin, sicaklik stresinin tane dolumunda azalmaya ve tane dolum siiresinde
uzamaya ve ilkbahar bugdaymin tanelerininin yogunlugunda ve agirliginda % 7'ye kadar
oranlarda kayba yol actig1 saptanmistir (Guilioni vd., 2003). Yiiksek sicaklik stresi altinda
misir tanesinin nigasta, protein ve yag igeriginde (Wilhelm vd., 1999) ve diger tahillarda
ise tane kalitesinde benzer azalmalarin meydana geldigi bildirilmistir (Maestri vd., 2002).
Bugdayda, tane agirlig1 ve tane sayisi sicakligin artmasiyla diistiigii i¢in bugdayin sicaklik
stresine duyarli oldugu goriilmiistiir (Ferris vd., 1998). Sicak ve tropik alanlarda meydana
gelen sicaklik duyarliliginin, fasulyede (Phaseolus vulgaris) (Rainey ve Griffiths, 2005) ve
yerfistiginda (Arachis hypogea) (Vara Prasad vd., 1999) verim kaybina yol agtigi rapor
edilmistir. Domates ile ilgili yapilan bir ¢alismada erkek ve disi organlarda mayoz
boliinme, polen ¢imlenmesi ve polen tiipii biiylimesi, yumurta canliligi, stigmadaki polen
taneciklerinin sayisi, dollenme ve ddllenme sonrasi olaylari, endosperm, proembriyo ve
dollenmis embriyo biiylimesi gibi olaylarin yiiksek sicakliktan olumsuz etkilendigi
bulunmustur (Foolad, 2005). Benzer olarak yiiksek sicakligin domatesdeki tireme siirecleri
tizerindeki en belirgin etkisinin, kendi kendine tozlagsmay1 6nleyebilecek uzun bir stilusun
olusturulmasi oldugu kaydedilmistir (Kinet ve Peet, 1997). Ayrica yiiksek sicaklik altinda
meyve olusumundaki azalma, bitkilerin kok ya da toprak alt1 gdvdelerinden salinan diisiik
seviyeli karbonhidratlarla ve biiyiime regiilatorleri ile de iliskilendirilmistir (Kinet ve Peet,
1997).

Bitki biiyiitme odasinda ve sera calismalarinda, gigceklenmenin ilk olustugunda
yiiksek sicakligin zararli oldugunu ve duyarliligin 10-15 giin boyunca devam ettigini

gosterilmistir. Cesitli bitkilerde yiiksek sicakliklara en duyarli tireme fazlari, gametogenez
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(polen olusumundan 8-9 giin 6nce) ve fertilizasyon (polen olusumundan 1-3 giin sonra)
asamalaridir (Foolad, 2005). Ayrica hem erkek hem de disi gametofitler yiiksek sicakliga
duyarhidir ve olusacak cevaplar bitkilerin genotipine gore degisebilir. Yapilan ¢alismalar
yumurtalarin sicakliga genellikle polenlerden daha az duyarli oldugunu gostermistir (Peet
ve Willits, 1998). Ozet olarak yiiksek sicakliga bitkilerin tepkileri bitki tiirlerine ve
fenolojik asamalarina bagl olarak farklilik gosterebilir. Ureme olaylari ¢ogu bitkide
yiiksek sicakliklardan belirgin derecede etkilenir ve bu da sonug¢ olarak dollenme ve

dollenme Oncesi stiregleri etkileyerek ve iiriin veriminde azalmaya neden olur.

1.3.1.2. Anatomik Cevaplar

Literatiirde sinirli bilgiler olmasina ragmen, yiiksek ortam sicakliklarinda anatomik
degisiklikler, genellikle kuraklik stresi altindaki anatomik degisikliklere benzerdir. Yiiksek
sicaklik kosullarinda tiim bitkide hiicre boyutunun azalmasi, stomalarin kapanmasi, su
kaybinda azalma, stoma kalinliklarinin artmasi, kok ve siirgiinlerin daha biiyiik ksilemlere
sahip olma egilimi vardir (Anon vd., 2004). Uziimde (Vitis vinifera), yiiksek sicaklik
stresinin mezofil hiicrelerine ciddi sekilde hasar verdigi ve plazma zarmin gegirgenligini
arttirdig@i saptanmistir (Zhang vd., 2005). Yiiksek sicakliklarin baglamasi ile Zygophyllum
gatarense’nin polimorfik yapraklar trettigi ve stomatal davranislarini degistirerek
transpirasyonal su kaybini azaltma egiliminde oldugu rapor edilmistir (Sayed, 1996).
Hiicre alt1 seviyede (kloroplastlarda) yiiksek sicakligin fotosentezde belirgin degisikliklere
neden oldugu belirlenmistir. Ornegin, yiiksek sicaklik uygulamalarini tilakoidlerin yapisal
organizasyonunu degistirerek fotosentezi azalttigi rapor edilmistir (Karim vd., 1997).
Arastirmalar, yiiksek sicakliklarin fotosentetik zarlardaki granum yapisinin bozulmasi ile
sonuglandigini ortaya koymustur. Yiiksek sicaklik stresine tepki olarak, iiziim bitkisinin
mezofil hiicrelerindeki kloroplastlarin ~ geklinin  yuvarlaklastigi, stroma lamellerinin
siskinlestigi ve vakuol igeriginde kiimelesmeler olustugu, mitokondrilerdeki krista
yapisiin bozuldugu rapor edilmistir (Zhang vd., 2005). Meydana gelen bu degisimlerin
fotosentez ve solunum aktivitelerini azalttig1 vurgulanmistir (Zhang vd., 2005). Ozet olarak
yiiksek sicakligin sadece doku ve hiicresel seviyelerde degil, ayn1 zamanda alt hiicresel
seviyede anatomik yapilari 6nemli dlgiide etkiledigi agiktir. Tiim bu degisimler yetersiz

bitki biiyiimesi ve iiretkenlik ile sonuglanabilir.
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1.3.1.3. Gelisimsel Cevaplar

Yiiksek sicaklik stresine tepki olarak bitki fenolojisindeki degisikliklerin gézlenmesi,
stres ile bitki arasindaki etkilesimleri daha iyi anlayabilmeyi saglar. Farkli fenolojik
asamalar, yiiksek sicakliga duyarlilik bakimindan bitki tiirlerinde farklilik gosterebilir
(Wollenweber vd., 2003; Howarth, 2005). Ayn1 zamanda yiiksek sicaklik stresi, bitki
gelisim oranmi etkileyen 6nemli bir faktérdir (Hall, 1992; Marcum, 1998; Howarth,
2005). Bitkinin strese maruz kaldig1 gelisim evresi, bitkisel triinlerdeki etkilenmelerden
belirlenebilir. Bununla birlikte, farkli gelisim evrelerinde meydana gelen sicaklik stresinin
zarar verici etkilerinin birikimli olup olmadig1 bilinmemektedir (Wollenweber vd., 2003).
Tiirlerin ve cesitlerin yiiksek sicakliklara maruz kalma ihtimalleri bitki gelisim evresine
gore degisiklik gosterebilir ancak tiim bitki Ortilisli ve lireme asamalar1 bir dereceye kadar
sicaklik stresinden etkilenir. Ornegin yiiksek giin sicaklig1 vejetatif asamada yaprak gaz
degisim parametrelerine zarar verebilir. Benzer olarak iireme asamasinda, kisa siireli
sicaklik stresinde ¢icek tomurcuklarinda 6nemli artislara ve agmis cigceklerde 6liime neden
olabilir. Bununla birlikte, bitki tiirleri iginde ve arasinda hassasiyet agisindan biiyiik
farkliliklar vardir (Guilioni vd., 1997; Young vd., 2004). Polen ve anter gelisiminin orta ve
yiiksek sicakliklarda bozulmasi bir¢ok bitki tiirlinde meyve kaybina neden olmus 6nemli
bir faktordiir (Peet vd., 1998; Sato vd., 2006). Temel besinsel hububat bitkileri dar sicaklik
araliklarina tolerans gosterebilir. Bu sicakliklar ¢igek agma asamasina rastlarsa dollenme
ve tohum {iretimine zarar verebilir ve diisiik verimle sonuglanabilir (Porter, 2005). Yiiksek
sicaklik kosullarinda erken agan gigekler, verimdeki diisiisii en aza indirir (Tewolde vd.,
2006). Ayrica, tane doldurma sirasindaki yiiksek sicakliklar bugdaym un ve ekmek
kalitesini, protein igeriklerini ve diger fiziko-kimyasal 6zelliklerini degistirebilir (Perrotta
vd., 1998; Wardlaw vd., 2002). Bu nedenle, yiiksek sicakliklardaki mahsul iiretimi igin,
sicaklik stresine en fazla duyarli gelisim agamalarin1 ve bitki siireglerini, ayn1 zamanda
yiiksek giindiiz veya yiiksek gece sicakliklarinin hangi asamada daha zararli olup
olmadigimi bilmek onemlidir. Bu tiir bilgiler, bitkilerin sicaklik tolerans potansiyelinin

belirlenmesinde 6nemli rol oynar.
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1.3.1.4. Su Cevaplar

Bitkinin su durumu, degisen ortam sicakliklarinda 6nemli bir degiskendir (Mazorra
vd., 2002). Genelde bitkiler, nem bol oldugu zaman sicakliga bakilmaksizin dokulardaki su
durumunu dengeli siirdirme egilimindedir. Bununla birlikte, suyun simirlanmasi
durumunda yiiksek sicakliklar bu egilimi ciddi olarak etkiler (Machado ve Paulsen, 2001).
Arazi sartlarinda, yliksek sicaklik stresi suyun azalmasi ile iliskilidir (Simoes-Araujo vd.,
2003). Ornegin Lotus creticus'da, artan gece sicakliklar1 stressiz  bitkilerle
karsilastirildiginda yaprak su potansiyelinde daha fazla bir azalmaya neden olmustur
(Anon vd., 2004). Seker kamisinda, yaprak su potansiyeli ve bilesenleri, topragin su
kaynagi ve nispi nem Kkosullari optimum olmasina ragmen sicaklik stresine maruz
kaldiginda degismistir. Bu da sicaklik stresinin kok hidrolik iletkenligi iizerine etkili
oldugunu gostermistir (Wahid ve Close, 2007). Benzer sekilde, domateste sicaklik
stresinde yaprak su iliskileri ve kok hidrolik iletkenligi bozulmustur (Morales vd. 2003).
Genelde, giindiizleri artan transpirasyon bitkilerde su eksikligini uyarir ve su potansiyelini
azaltir. Bu da birgok fizyolojik siirecin bozulmasina neden olur (Tsukaguchi vd. 2003).
Yiiksek sicakliklar, bitkilerde giindiizleri geceye gore daha fazla su kaybina yol agcar.
Tuzluluk, su eksikligi ve yiiksek sicakliklar da dahil olmak iizere abiyotik stres altinda
yetisen birgok bitkide anahtar kilit mekanizmasi, genellikle uyumlu ozmolitler olarak da
adlandirllan diistik molekiil agirlikli organik bilesiklerin birikimidir (Hare vd., 1998;
Sakamoto ve Murata, 2002). Stres altindaki farkli bitki tiirleri, sekerler ve seker alkolleri
(polioller), prolin, {i¢iinciil ve kuaterner amonyum bilesikleri ve {¢iincil siilfonyum
bilesikleri gibi ¢esitli osmolitler biriktirebilir (Sairam ve Tyagi, 2004). Bu osmolitlerin
birikimi, daha once tarif edildigi gibi bitkilerin stres toleransinin artmasina katkida
bulunabilir.

Bir amfoterik kuaterner amin olan glisinbetain (GB), tuzluluk ya da yiiksek sicaklik
gibi gesitli stres kosullari altindaki bitkilerde uyumlu bir ¢6zlinen madde olarak 6nemli bir
rol oynamaktadir (Sakamoto ve Murata, 2002). Stres kosullar1 altinda GB sentezleme
kapasitesi tiirden tiire farklilik gdstermektedir (Ashraf ve Foolad, 2007). Ornegin, misirda
ve seker kamisinda su eksikligi veya yiiksek sicaklik kosullarindan dolayr GB birikiminin
yiiksek diizeyde oldugu bildirilmistir (Quan vd., 2004; Wahid ve Close, 2007). Buna
karsilik, ¢eltik (Oryza sativa), hardal (Brassica spp.), Arabidopsis (Arabidopsis thaliana)

ve tiitiin (Nicotiana tabacum) gibi bitki tiirleri dogal olarak stres kosullar1 altinda GB
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biriktirmezler. Bununla birlikte, genetik miihendisligi yontemiyle GB eksikligi olan tiirler
kullanilarak biyosentetik GB yollarinin arastirilmasi yapilmistir (Sakamoto ve Murata
2002; Quan vd., 2004).

Glisin betain gibi, prolin de yiiksek bitkilerde yaygin olarak bulunur ve gevresel
streslere tepki olarak bitkilerde normalden yiiksek miktarlarda birikebilir (Kavi Kishore
vd., 2005). Uygun c¢oziinen bilesiklerin birikiminin islevsel 6nemini degerlendirirken,
prolin veya GB sentezinin sicaklik ve diger ¢evresel stres altinda hiicre redoks
potansiyelini tamponlayabilecegi rapor edilmistir (Wahid ve Close, 2007). Benzer sekilde,
seker kamigi bitkisinde sicaklik stresinde ¢oziinebilir sekerlerin birikiminin arttigi
bildirilmis ve bu da sicaklik toleransina biiyiik katkilar saglamistir (Wahid ve Close, 2007).
Domates bitkilerine erkek tireme sisteminin gelisimi ve meyve baglamasi asamalarinda
yiiksek sicaklik stresi uygulanmasi sonucu prolin taginiminin ve seker metabolizmasinin
bozulmasi nedeniyle meyve iiretimi basarisiz olmustur (Sato vd., 2006). Ayrica trehaloz,
fruktanlar veya mannitol iiretmek igin tasarlanmis olan transgenik bitkilerdeki heksoz
duyarlilig1 stres toleransh fenotiplere 6nemli katkida bulunan bir faktor olabilecegi ileri

stirilmistiir (Hare vd.. 1998).

1.3.1.5. Membran Yapist ile lgili Cevaplar

Hiicresel membranlar, bitkilerde yiiksek sicaklikla olusan fizyolojik zararin meydana
geldigi ilk yapilar olarak disiiniilmektedir. Membranlar, kompartimanlagma ve
konsantrasyon gradiyentinin devami igin segici gegirgen engeller olup, fotosentez ve
solunum gibi membranla iliskili reaksiyonlar i¢in 6nemli alanlar saglarlar (Blum, 1988).
Yiiksek sicaklik stresi sirasinda hiicre membran sistemlerinin fonksiyonunu korumasinin,
bitkilerin yiliksek sicakliga adaptasyonu ile ilgili olabilecegi bildirilmistir (Raison vd.,
1980). Yiiksek sicaklik stresi durumunda membran akiskanhigindaki degisiklikler,
membran bilesenlerinin yeniden diizenlenmesinden veya lipit igerigindeki degisimlerden
kaynaklanabilir (Suss ve Yordanov, 1986). Yiiksek sicaklik stresinin neden oldugu
hiicresel membran bozulmasi fotosentetik veya mitokondriyal aktiviteyi etkileyebilmekte
ve hatta plazma zarmin ¢o6ziinenleri tutma yetenegini azaltmaktadir (Lin vd., 1985).
Yiiksek sicaklik stresi, lipitler arasindaki hidrojen baglarini ve membranlarin akici fazi
icerisindeki proteinlerin polar gruplari arasindaki elektrostatik etkilesimi zayiflatarak hiicre

membranlarinin bilesenlerini ve yapisini modifiye etmektedir.
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1.3.1.6. Hiicre Membran Kararlihg ile Tlgili Cevaplar

Stres altinda hiicresel zarlarin islevi, fotosentez ve solunum gibi siiregler i¢in ¢ok
onemlidir (Blum, 1988). Sicaklik stresi, Kinetik enerjinin ve molekiillerin membranlar
boyunca hareket etmesini hizlandirarak membran yapisindaki kimyasal baglar1 gevsetir. Bu
olay proteinlerin denatiirasyonu veya doymamis yag asitlerinin artmasi ile biyolojik
zarlarin ¢ift katl1 lipid tabakasini daha akiskan hale getirir (Savchenko vd., 2002). Sicaklik
stresi, membran proteinlerinin {glinciil ve kuaterner yapilarimi degistirdigi igin
membranlarin  biitiinliigli ve fonksiyonlar1 yiiksek sicakliga duyarhidir. Belirtilen
degisiklikler, artan elektrolit kaybindan anlasilacag: iizere zarlarin gecirgenligini arttirir.
Azaltilmig hiicre membran kararliliginin (CMS) bir gostergesi olarak artan elektrolit
sizintist, soya fasulyesi (Martineau vd., 1979), bugday (Blum vd., 2001), pamuk (Ashraf
vd., 1994), dar1 (Marcum, 1998), bériilce (Ismail ve Hall, 1999), arpa (Wahid ve Shabbir,
2005), patates ve domates (Chen vd., 1982) gibi ¢esitli bitki tiirlerinde sicaklik stresi
toleransinin belirlenmesinde uzun streden beri kullanmilmaktadir. Elektrolit sizintisi, bitki
ya da dokunun yasi, numunenin alindigi organ, gelisim evresi, biiylime mevsimi, sertlesme
derecesi ve bitki tiirlerine bagli olarak degisebilir. Misir bitkisinde sicaklik stresinden
dolay1r olusan membran yaralanmalari, gelisen yapraklarda olgun yapraklara gore daha
azdir (Karim vd., 1997, 1999). Olgun yapraklardaki doymus yag asitlerinin miktarindaki
artisin membranlarin erime sicakligini yiikselttigi ve bdylece bitkinin sicaklik toleransinin
azaldigr  saptanmustir.  Yiiksek sicakliklarda yetisen  Arabidopsis  bitkilerinde
membranlardaki toplam lipid igerigi yaklasik yarisi kadar diismiis ve doymamis yag
asitlerinin doymus yag asitlerine oranit normal sicakliktaki seviyenin {i¢te birine kadar
azalmigtir (Somerville ve Browse, 1991). Bununla birlikte, bazi tiirlerde sicaklik
toleransinin her zaman lipid doygunluk derecesi ile dogru orant1 gdstermedigi ve membran
stabilitesinden bagka faktorlerin de yiiksek sicaklik altinda biiyiimeyi sinirlayabilecegi ileri
stirilmektedir (Somerville ve Browse, 1991).

Hiicre membran kararlilig1 ve yiiksek sicakliklardaki mahsul verimi arasindaki iligki
bitkiden bitkiye degisiklik gosterebilir. Ornegin dar1 (Sullivan ve Ross, 1979) gibi bazi
bitki tiirlerinde CMS ile verim arasinda belirgin bir iliski gbzlenirken soya fasulyesinde
(Martineau vd., 1979) veya bugdayda (Shanahan vd., 1990) bu tir bir iliski

gozlenmemistir.
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1.3.1.7. Sekonder Metabolitler Birikimi ile Tlgili Cevaplar

Ikincil metabolitlerin gogu, birincil karbon metabolizmasmin ara iiriinleri olan
fenilpropanoid, sikimat, mevalonat veya metil eritritol fosfat yolaklariyla sentezlenirler
(Wahid ve Ghazanfar, 2006). Yiiksek sicaklik stresi, flavonoidler ve fenilpropanoidler gibi
fenolik bilesiklerin tiretilmesini saglar. Fenilalanin amonyum liyaz (PAL) fenilpropanoid
yolaginin temel enzimi olarak bilinmektedir. Sicaklik stresine tepki olarak artan PAL
aktivitesi, hiicrelerin sicaklik stresine kars1 ana iklimsel cevap olarak kabul edilir. Yiiksek
sicaklik stresi, fenoliklerin biyosentezini uyarir. Ornegin karpuzda (Citrulus vulgaris)
oldugu gibi sicaklik stresine uyum saglamada gorev alan fenoliklerin oksidasyonunu
baskilar (Rivero vd., 2001).

Karotenoidlerin stres tiiriine bakilmaksizin ¢esitli bitki tiirlerinde hiicresel yapilar
korumasi yaygin olarak bilinmektedir (Havaux, 1998; Wahid ve Ghazanfar, 2006; Wahid,
2007). Ornegin, ksantofil dongiisii (violaksantin ve zeaksantin'in tesinir déniisiimleri) 1518a
kars1t korunmada 6nemli bir rol oynamak igin gelismistir. Zeaksantin, hidrofobik oldugu
icin ¢ogunlukla ROT tarafindan olusturulan peroksidatif membran hasarinin 6nlenmesi igin
islev goren 151k yakalayic1 komplekslerin etrafinda bulunur (Horton, 2002). Son ¢aligmalar,
karotenoidler ve tokoferol gibi diger bazi terpenoidlerin, tilakoid membranlarin lipid fazini
stabilize ettigini ve 1s18a karst korudugunu ortaya koymustur (Havaux, 1998; Sharkey,
2005; Velikova vd., 2005). Bitkiler, gii¢lii 151k veya yiiksek sicaklik gibi potansiyel olarak
zararli ¢evresel kosullara maruz kaldiginda, violaksantin, anteraksantin ve zeaksantin
iceren ksantofiller, 151k yakalayict kompleksler ile tilakoid membranlarin lipid faz1 arasinda
parcalara ayrilir. Ksantofil molekiillerinin membran lipidleri ile olan etkilesimi,
membranin akigkanligin1 azaltir ve yiiksek sicakliklarda lipid peroksidasyonuna kars:
duyarlilig diistiriir (Havaux, 1998).

Flavonoidler, antosiyaninler, ligninler gibi fenolikler, bitkilerdeki en onemli ikincil
metabolit smnif olup, abiyotik streslere tolerans da 6nemli rol oynarlar (Chalker-Scott,
2002; Wahid ve Ghazanfar, 2006; Wahid, 2007). Flavonoid bilesiklerin bir alt simifi olan
antosiyaninlerin konsantrasyonlart da bitki dokularinda yiiksek sicakliktan c¢ok az
etkilenirken, tomurcuk ve meyvelerdeki konsantrasyonlar1 diisiik sicaklikta artar, yiiksek
sicaklikta ise azalir (Sachray vd., 2002). Ornegin yiiksek sicaklik uygulamasi, kirmizi elma
(Tomana ve Yamada, 1988), kasimpati (Shibata vd., 1988) ve yildiz ¢igegi (Sachray vd.,
2002) bitkilerinde antosiyanin sentezini azaltir. Bitkilerde yiiksek sicakliklarda diisiik
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antosiyanin konsantrasyonunun bulunma nedenlerinden birisi sentez ve kararlilik oraninin
azalmasidir (Sachray vd., 2002). Ote yandan, yiiksek sicaklik stresi altindaki giil ve seker
kamis1 bitkilerinin yapraklar1 gibi vejetatif dokularda antosiyanin birikiminin oldugu
kaydedilmistir (Wahid ve Ghazanfar, 2006). Antosiyaninlerin, ultraviyole 1sinlarindan
koruyucu rollerinin yanisira yiiksek sicaklik kosullarinda transpirasyonal su kaybinin
azaltilmasina bagl olarak yaprak ozmotik potansiyelini diisiirmeye yardimet olduklart ileri
stirilmiistiir (Chalker-Scott, 2002). Bu 6zellikler, yapraklarin degisen ¢evresel kosullara
kars1 hizl1 bir sekilde cevap vermesine olanak saglar.

Bitkisel sekonder iirlinlerin bir diger sinifi olan izoprenoidler, mevalonat yolu ile
sentezlenirler (Taiz ve Zeiger, 2006). Diisiikk molekiil agirlikli ve dogada ugucu olan
yapraklardan salinan gazlarn, farkli bitkilerdeki fotosentez aygitlarina sicaklik stresi
toleransi kazandirdigi bildirilmistir (Loreto vd., 1998). Daha fazla miktarda izopren yayma
yetenegi olan bitkiler genellikle sicaklik stresi altinda daha iyi fotosentetik bir aktiviteye
sahiptirler. Bu nedenle izopren salinimu ile sicaklik stresi toleransi arasinda bir iliski vardir
(Velikova ve Loreto, 2005). Sharkey (2005) izopren iiretiminin, PSII'yi H,O, gibi reaktif
oksijen tiirlerinin (ROT) neden oldugu hasarlardan korudugunu bulmustur. Endojen olarak
izopren iiretiminin, singlet oksijen (‘0% ile dogrudan tepkimeye girerek biyolojik
membranlart bu bilesiklerin zararh etkilerinden korudugu ileri siiriilmiistiir (Velikova vd.,
2005).

Ozetle, diger stresler gibi yiiksek sicaklik stresi de dogadaki bitkilerde ok ydnlii
sekonder metabolitlerin birikmesine neden olur. Bununla birlikte, sekonder metabolitlerin

sicaklik stresi toleransini arttirmadaki rollerinin daha fazla ¢alisilmasi gerekmektedir.

1.3.2. Yiiksek Sicaklik ve Sinyal Tletimi

Streslere kars1 bitki cevaplarinin g¢esitli mekanizmalar1 ve bunlarin kazanilmis stres
toleransindaki rollerinin agiklanmasi pratik ve temel dnem tagimaktadir. Iyon tasiyicilari,
ozmoprotektanlar, serbest radikal temizleyiciler, ge¢ embriyogenezis bolluk proteinleri
(LEA) ve sinyal iletiminde yer alan faktorler ve transkripsiyonel kontrol olmak iizere bazi
onemli tolerans mekanizmalarinin streslere karsi koymada etkileri ¢ok 6nemlidir (Wang
vd., 2004). Bitkilerin sicaklik stresinden korunmasina imkan saglayan metabolitlerin
tiretilmesi ile baglayan degisimler ve bir dizi mekanizmalar ileri stirtilmiistiir. Sicaklik

stresinin etkileri, sitozol veya sitoplazmik organel membranlari ve biyokimyasal yollar gibi



17

cesitli seviyelerde goriilebilir (Sung vd., 2003). Bununla birlikte, sicaklik stresinin ilk
etkileri hiicre zar1 tizerinde olup, stres altinda lipid ¢ift tabakasi daha fazla akigskan hale
gelir. Bu degisim, ca*' girisine Ve hiicre iskeletinin olusumuna, dolayisiyla mitojen aktif
protein kinazlarin (MAPK) ve Kkalsiyum bagimli protein kinazin (CDPK) ifade
diizeylerinin artmasina neden olur. Bu sinyal basamaklarinin aktiflesmesi, hiicre su dengesi
ve ozmotik ayarlama i¢in antioksidanlarin ve uyumlu ozmolitlerin iiretilmesine yol agar.
Bazi organellerde (6rnegin, kloroplast ve mitokondri) ROT iiretimi, sinyal iletimi ve
antioksidan tlretimi i¢in biiylik 6nem tasir (Bohnert vd., 2006). Antioksidan savunma
mekanizmas1 sicaklik stresi adaptasyonunun bir pargast olup, termotoleransin
kazanilmasiyla iligkilidir (Maestri vd., 2002). Buna gore bir dizi bugday genotipinde
kazanilmig termotolerans kapasitesinin, CAT ve SOD aktiviteleri ile askorbik asit
iceriginin artmasi ile iligkili oldugu ve bunun sonucu olarak daha az oksidatif hasarin

olustugu kaydedilmistir (Sairam ve Tyagi, 2004).

1.3.3. Kazanilmis Termotolerans

Termotolerans, bir organizmanin asir1 yiiksek sicakliklarda canli kalabilme
yetenegini ifade eder. Diger organizmalar gibi bitkilerin de asir1 termotolerans
yeteneklerinin oldugu uzun zamandir bilinmektedir. Bununla birlikte oliimciil yiiksek
sicakliklarda hayatta kalabilme yetenegi ancak birka¢ saat siirebilir (Vierling, 1991).
Termotoleransin edinilmesi otonom bir dogal olay olup, normalde kisa siireli yiiksek
sicaklik sartlarina onceden maruz kalma sonucunda ortaya ¢ikar. Yiiksek derecede
sicakliga dayaniklilik kazanilmasi, hiicreleri ve organizmalar1 belirli siiredeki Oliimciil
sicaklik stresinden koruyabilir. Termotolerans, dogal kosullar altinda sicaklik artisi ile
oliimciil yiikseklige kademeli bir yiikkselme sonucunda da uyarilabilir (Vierling, 1991).

Ozetle, ilgili bilesiklerin otonom sentezi yoluyla bitkiler tarafindan kazamilan ya da
sicakliga kademeli maruz kalma yoluyla kazanilan termotolerans 6nemli ve potansiyel

olarak hayati bir stratejidir.
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1.4. Temel Stres Parametreleri

1.4.1. Yaprak Su Potansiyeli

Su potansiyeli neredeyse tiim karasal bitkilerin ksileminde negatiftir (Pockman vd.,
1995). Su potansiyeli, yapraklarda meydana gelen terlemeyle diisiiriiliir. Suyun topraktan
yapraklara ¢ekilmesi, transpirasyon akisindaki suyun negatif basing altinda olmasina ve su
potansiyelinin sifirin altina diismesine neden olur. Terlemeye ilaveten ksilem 6z suyundaki
¢oziinen maddeler, ksilem su potansiyelindeki azalmaya katkida bulunabilir. Bununla
birlikte, apoplastik sividaki su potansiyelinin ozmotik bileseninin degeri disiiktiir. Ciinkii

apoplastaki ¢6ziinmiis madde miktarlari tipik olarak ¢ok kiiciiktiir (Nobel, 2005).

1.4.2. Hiicre Membran Kararhhg: (CMS)

Hiicre zari, farkli streslerde ortak ana hiicresel hedeflerden biridir (Levitt, 1980).
Hasarin derecesi, donma, sicaklik, kuraklik (Blum ve Ebercon, 1981) ve tuz (Leopold ve
Willing, 1984) gibi bitkilerdeki gesitli streslere karsi tolerans olgiitii olarak yaygin olarak
kullanilir. Hiicre membran stabilitesi, kuraklik ve sicaklik toleransinin degerlendirilmesi
icin yaygin olarak kullanilan fizyolojik bir gostergedir (Fokar vd., 1998). Bu yontem, dari
bitkisinde bir kuraklik ve sicaklik tolerans testi i¢in gelistirilmis ve yaprak boliimlerinden
gelen elektrolit sizint1 miktar1 6l¢iilmiistiir (Sullivan, 1972). Cesitli bitki tiirlerinde yiiksek
sicaklik stresi altinda CMS ve bitki verimi arasindaki korelasyon, CMS’nin Sicaklik stresi
toleransinin bir giivenirlik indeksi oldugunu gostermistir (Fokar vd., 1998). Sicaklik
toleransindaki genetik ¢esitlilik, dar1 (Sullivan ve Ross, 1979), soya fasulyesi (Martineau
vd., 1979), ¢esitli ¢gimen tiirleri (Wallner vd., 1982), kuru fasulye, sebze (Kuo, 1992) ve
bahar bugdayinda (Fokar vd., 1998) CMS kullanilarak incelenmistir.

1.4.3. Yaprak Kuru Agirhg

Yaprak kuru agirligr (yaprak kuru kiitlesinin taze kiitlesine orani), stres belirlemede
sikca kullanilan bir parametredir. Bir yaprak tarafindan emilen 15181in miktar1 ve dokulart

araciligiyla CO2'nin yayilma yolu kismen yaprak kalinligina baglidir (Syvertsen vd., 1995).
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Nispeten stressiz dokularda stresli dokulara oranla yaprak kuru agirliginin daha yiiksek
oldugu bilinmektedir (Garnier vd, 2001).

1.4.4. Lipid Peroksidasyonu

Stres etkisiyle olugan serbest radikaller bitkilerde lipid peroksidasyonunu baslatabilir
(Thompson vd., 1987). Lipid peroksidasyonunun en dnemli iiriinii malondialdehid (MDA)
dir. Ug ya da daha fazla ¢ift bag igeren yag asitlerinin peroksidasyonu sonucunda MDA
meydana gelir. Olusan MDA, hiicre membranlarindan iyon aligverisine etki ederek
membrandaki bilesiklerin ¢apraz baglanmasina yol acar ve iyon gegirgenliginin ve enzim
aktivitesinin degisimi gibi olumsuz sonuglara neden olur (Porter, 1984; Niki, 1987). Stres
altinda, lipidlerin oksidasyonu iki veya ii¢ kat artabilir. Ornegin celtik 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 bazi antioksidan enzimlerin aktivitesinin yiliksek seviyede
tutulmasmin bir sonucu olabilir (Fu ve Huang, 2001). Ayrica lipid peroksidasyonunun
bitkilerin stres toleransi ile iliskili oldugu bilinir. Ornegin, su stresine maruz birakilmis
bugday ve misir ¢esitlerinde su stresi sartlar1 altinda MDA igerigi artarken hassas genotiple
karsilastirlldiginda strese toleransli genotiplerde diisiik oranda lipid peroksidasyonu

meydana gelir (Pastori ve Trippi, 1992; Sairam vd., 1998).

1.4.5. Hidrojen Peroksit (H,0,)

Hidrojen peroksit, oksijenin enzimatik olarak iki elektron ile indirgenmesiyle ya da
stiperoksitlerin enzimatik veya enzimatik olmayan dismutasyon tepkimeleri sonucu olusur.
Stiperoksitin olustugu yerlerde 6nemli miktarda H,O, de iiretilir. Fotosentetik elektron
transport zinciri H,O,’nin {iretiminden sorumludur. H,O;’nin tiretildigi baska bir kaynak
fotorespirasyonla glikolatin oksidasyonunun meydana geldigi peroksizomlardir. Ayrica
biyokimyasal olarak oksijenin iki elektronlu indirgenmesinin gergeklestigi solunum
islemleri sirasinda ve genellikle flavoproteinlerle gerceklestirilen reaksiyonlarla da

olusturulur. Diger taraftan plazma membrani ve ekstrasellular matriks H,O, nin tiretildigi
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diger onemli kaynaklardir (Slesak vd., 2007). Hidrojen peroksit yapisinda paylasilmamis
elektron igermediginden radikal Ozellik tasimaz. H,O,’nin oksitleyici bir tiir olarak
bilinmesinin nedeni demir ve bakir gibi metal iyonlarinin varliginda hidroksil radikalinin
onciilii olarak davranmasidir. HyO; 6zellikle proteinlerdeki hem grubunda bulunan demir
ile tepkimeye girerek yiiksek oksidasyon diizeyindeki reaktif demir formlarini olusturur.
Bu formdaki demir ¢ok gliglii oksitleyici 6zelliklere sahip olup, hiicre zarlarinda lipid
peroksidasyonu gibi radikal tepkimeleri baglatabilir. Oksitleyici 06zelligi nedeniyle
biyolojik sistemlerde olusan H>O,’nin ortamdan uzaklastirilmasi gerekir. Bu gorevi
hiicrelerdeki ©nemli antioksidan enzimler olan katalaz ve peroksidaz yerine getirir

(Halliwell, 1984).

1.4.6. Fotosentetik Pigmentler

Klorofil, gesitli dalga boylarindaki 1sinlar1 absorbe ederek bitkide fotosentez olaymin
meydana gelmesine sebep olan, yesil renkli bir biyolojik pigmenttir. Klorofiller, fotosentez
olayinda, karbon dioksidin sekerlere ve diger maddelere indirgenmesinde kullanilan 1s1k
enerjisini absorblar. Klorofil molekiilii merkezde bulunan bir Mg atomu gevresinde yer
alan 4 tane pirol halkasindan olusan bir yapidir. Bu tetra pirol yapisina Mg porfirin adi
verilir. Pirol halkalarindan birine yani molekiiliin 7. C atomuna uzun ve diiz zincirli bir
alkol olan fitol baglidir (Sheikh vd., 2017).

Yapraktaki klorofil igerigi bir bitkinin fizyolojik durumunun gostergesidir. Yapraklar
klorofili klorofil a ve klorofil b olarak igerirler. Klorofil, 151k enerjisini kimyasal enerjiye
doniisiimiinde zorunlu olmasi gereken pigmentlerdir. Giinesten alinan radyasyonun miktari
da yapraktaki fotosentetik aktiviteye baglidir. Bu nedenle klorofil igerigi fotosentetik
aktivite ve birincil tretimle ilgilidir (Curran vd., 1990). Bu sebeplerden dolay: bitkilerde
stres sonuglarini klorofil 6l¢iimleriyle rahatlikla gézlemlenebilir.

Karotenoid, bitkilerde ve bazi diger fotosentetik mikroorganizmalarda (yosunlar,
bazi mantarlar ve bazi1 bakterilerde) bulunan bir pigmenttir. Karotenoidlerin pek ¢ok
fizyolojik islevi vardir. Yapilar1 geregi serbest radikalleri etkili bir sekilde bertaraf ederler
ve savunma sistemini gii¢lendirirler. En yaygin karotenoidler likopen ve A vitamininin
onciilii olan B-karotendir. Bitkilerde ksantofil, lutein en bol bulunan karotenoiddir.
Bitkilerin yapraklarinda bulunan lutein ve diger karotenoidler bariz degildir ¢iinkii klorofil

gibi diger pigmentler tarafindan maskelenir (Carvalho vd., 2012).
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1.5. Diger Stres Parametreleri

1.5.1. Fenoller

Bitkiler, askorbik asit, tokoferol, karotenoidler, flavonoidler ve fenolik asitler gibi
dogal antioksidanlarin potansiyel kaynaklaridir (Gulcin 2006; Sakihama vd., 2002). Bir¢ok
calismada antioksidan aktivite ile bitki 6ziitlerinin fenolik igerigi arasinda dogrudan bir
iliski oldugu kaydedilmistir (Farrukh vd., 2006; Tung vd., 2011; Liu vd., 2008).
Antioksidan, antimutagenik, antikanser ve anti-inflamatuar aktiviteler gibi bir¢ok bildirilen
biyolojik etkiler, bitkilerde yaygin olarak bulunan fenolik bilesiklerin varligina atifta
bulunmaktadir (Miller, 1996; Ahmad ve Mukhtar, 1999). Azot igeren bilesikler, lipid
peroksidasyonunu etkili bir sekilde 6nleyen ve bitkilerde oksidatif stresin bir sonucu olarak
goriilen proteaz ve RNaz aktivitesini engelleyen diger sekonder metabolit sinifidir (Drolet
vd., 1986). Ayrica hiicre i¢i Ca®" homeostazinin siirdiiriilebilirligi iizerinde 6nemli etkiler
gosterirler (Thomas vd., 1993). Benzer olarak terpenoidler (Topgu vd., 2007; Das vd.,
2011) serbest radikalleri temizleme aktivitesi de dahil olmak iizere farkli mekanizmalara

sahip dogal antioksidanlar olarak kabul edilirler.

1.5.2. Flavonoidler

Flavonoidler, stres korumasinda belirgin rolleri de igeren genis bir biyolojik
fonksiyon serisine sahip olan, oldukga gesitli bir gruptur ve en biyoaktif bitki sekonder
metabolitleridir (Winkel-Shirley, 2002). Genellikle yapraklarda, ¢igek pargalarinda ve
polenlerde mevcutturlar. Flavonoidler genellikle bitki vakuoliinde glikozitler olarak
birikirler, ancak yapraklarin yiizeyinde ve diger hava bitki pargalarinda ekzudatlar olarak
da bulunurlar. Flavonoidlerin, ¢icek, meyve ve tohum pigmentasyonu, UV 1s1gma karsi
koruma, fitopatojenlere (patojen mikroorganizmalar, bocekler, hayvanlar) karst savunma,
bitki verimliligi ve polen ¢imlenmesindeki rolii ve bitki mikrobunda sinyal molekiilleri
olarak islev gormesi gibi birgok fonksiyonu oldugu one siiriilmiistiir (Olsen vd., 2007).
Bitkinin kendisi i¢in fizyolojik aktif bilesikler, stres koruyucu maddeler, ¢ekici veya
besleyici caydiricilar olarak ve genel olarak bitki direncindeki 6nemli roliinden dolay1
yararhdirlar (Gill ve Tuteja, 2010). Flavonoidlerin bitki stres cevaplarinda ve bazi

bitkilerde erkek organlarin fertilitesinde fonksiyon gordiikleri diisiiniilmektedir (Coberly ve
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Rausher, 2003). Ayrica yiiksek 1s1k, soguk stresi, kuraklik stresi ve agir metallerle
indiiklenmis olduklar1 saptanmistir (Warren ve Mackenzie, 2001). Flavonoidlerin sinyal
olarak faaliyetleri yogun olarak incelenmistir. Bir¢ok flavonoid biyosentetik geni stres
kosullar1 altinda indiiklenir. Sel, kuraklik, metal toksisitesi ve besin yoksunlugu gibi
biyotik ve abiyotik stresleri takiben flavonoid seviyelerinde belirgin bir artis oldugu tespit
edilmistir (Winkel-Shirley 2002). Cesitli ¢evresel etkilere tepki olarak bitkilerde liretilen
flavonoidlerin miktar ve ¢esitlerini kontrol eden mekanizmalarin tanimlanmasi oldukca

onemlidir.

1.5.3. Antosiyaninler

Cesitli bitki tiirlerinin farkli dokularinda goriilen karakteristik kirmizi, mavi ve mor
renkleri antosiyaninlerden kaynaklanmaktadir. Antosiyaninler, sikimik asit yolu ile
flavonoidlerden tiireyen suda ¢oziiniir pigmentlerdir. Antosiyaninler ¢evredeki gegici 151k
periyodu, sicaklik veya diger benzer sinyallerle degisiklige ugrayip kaybolabilirler.
Antosiyaninlerin 1s1k, sinyal iletimi, gen ekspresyonu ve biyosentetik yollarla iligkisi
kapsamli bir sekilde incelenmistir (Dooner vd., 1991; Holton ve Cornish, 1995; Mol vd.,
1996). Antosiyaninler kok, govde ve 6zellikle yaprak dokularinda tiretilerek bitkinin bazi
cevresel streslere karsi direng saglamasina yardimei olur (Chalker-Scott, 1999).

Abiyotik stresler, cogu bitki tiiri yapraklarinin kollenkima hiicrelerinde antosiyanin
sentezini uyarabilir (Parkin 1903). Stresle uyarilan antosiyaninlerin fonksiyonu tam olarak
bilinmese de en belirgin hipotez, ROT'u temizleyen antioksidanlar gibi davranmalaridir
(Gould, 2004a; Hatier ve Gould 2009; Agati vd., 2012). Antosiyanin igeren yaprak
hiicrelerinin, antosiyanin olmayan hiicrelere oranla H,0, siipiirme kapasitesinin daha fazla
oldugu gosterilmistir (Gould vd., 2002). Bitkiler alemi farkli kimyasal yapiya sahip
500'den fazla antosiyanin iretirler ve bu antosiyaninler ayri ayri in vitro olarak farkli

radikal temizleme aktivitesine sahiptirler (Garcia-Alonso vd., 2005).
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1.5.4. Prolin

Prolinin esas olarak sitoplazmada ve son yillarda az da olsa kloroplastlarda
sentezlendigi gosterilmistir (Szekely vd., 2008). Bir ozmolit olan prolin yiiksek yapili
bitkilerde glutamat veya ornitinden sentezlenir. A. thaliana’da glutamat yoluyla prolin
biyosentezi, ¢ift islevli Al-pirolin-5-karboksilat sentaz (P5CS) enzimi tarafindan saglanir.
P5CS enzimi glutamik asiti fosforile ederek glutamil-5-semialdehite (G5SA) doniistiiriir.
Bu enzimin P5CS1 ve P5CS2 olmak tizere iki izoformu bulunmaktadir. Prolin, GSSA’den
pirolin-5-karboksilat aracilifiyla Al-pirolin-5-karboksilat-rediiktaz enzimi
katalizorliigiinde sentezlenir (Delauney ve Verma, 1993). Bu reaksiyonun hizini belirleyen
basamak, P5SCS enziminin y-glutamil kinaz aktivitesidir. Prolin katabolizmasi ise prolin
dehidrogenaz ile parcalanir (Ozfidan, 2010).

Prolin birikimi stres toleransini bir¢ok yolla etkileyebilir (Szabados ve Savoure’,
2010). Yapilan calismalarda bircok bitki c¢esidinde strese toleranshi bitkilerde hassas
olanlara gore prolin miktar1 daha fazla bulunmustur (Ashraf ve Foolad, 2007). Prolin
birikiminin, abiyotik streslerin olumsuz etkilerine karsi bitkilerde ozmotik ayarlamaya
katkida bulundugu, membranlarin, proteinlerin ve enzimlerin kararliligin1 sagladigi ve
serbest radikalleri temizledigi kaydedilmistir (Kadioglu ve Terzi, 2007; Tiirkan ve
Demiral, 2009).

1.5.5. Coziinebilir Sekerler

Glukoz, fruktoz ve sakkaroz gibi ¢ozlinebilir sekerler bitki yap1 ve metabolizmasinda
onemli fonksiyonlara sahiptirler. Sekerler nisasta ve seliiloz gibi kompleks karbohidratlarin
sentezi i¢gin substrat olmalarinin yan1 sira aminoasit ve yag asidi biyosentezi i¢in baglangi¢
bilesiklerini de temin ederler.

Sekerler ¢ok ¢esitli stres cevabr ile ilgilidirler ve bu cevaplarda metabolit ve sinyal
molekiil olarak rol oynarlar (Couee vd., 2006). Patojen saldirisi, kuraklik, tuz stresi, ABA
muamelesi, diisiik sicaklik veya asir1 uyarilma enerjisi gibi farkli stresler direkt veya
dolayli olarak ROT iiretimine neden olurlar ve bdylece adaptif stres cevabi olarak kabul
edilen seker birikimi meydana gelir (Roitsch, 1999). Seker sinyal mekanizmasinin
karakterizasyonu bir glukoz sensorii olan hekzokinaz tlizerinde yogunlagsmistir (Couee vd.,

2006). Glukoz, fruktoz, sakkaroz, trehaloz ve fruktanlar gibi sekerler ve nisasta strese
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maruz kalan bitkilerde birikmekte ve ozmotik koruma, ozmotik diizenleme, karbon
kaynag1 ve radikal temizleyicisi olarak fonksiyon gérmektedirler (Parida vd., 2002; Jang
vd., 2003). Kisa siireli strese maruz kalan Setaria sphacelata (C4) bitkisinde sakkaroz ve
nisasta igeriginin azaldig1 bildirilmistir. Uzun siireli stres kosullarinda, ¢6ziinebilir sekerler
yiiksek, nisasta ise diisiik seviyede bulunmustur. Metabolizmanin sakkaroz yoniinde
degismesi, nisasta sentez ve pargalanmasinin Sakkaroz sentezinden daha fazla

etkilenmesinden kaynaklanmaktadir (Silva ve Arrabaga, 2004).

1.6. Heliotropium thermophilum Bitkisi Hakkinda Genel Bilgiler

Heliotropium thermophilum bitkisi, ilk olarak 2008 yilinda Tan ve arkadaslart
tarafindan yeni bir tiir olarak yaymlanmstir (Tan vd., 2008 (Sekil 4)). H. thermophilum
termofil ve endemik bir c¢icekli bitkidir (Sekil 4). Bitki, Bati Anadolu’da Aydin-
Buharkent’deki 55-65 °C toprak sicakliklarma sahip jeotermal bir alanda yayilis
gostermektedir. Jeotermal suyun kaynagi bu alanin daha oncesinde yer alan Kizildere’de
bulunmakta olup, su sicakligi 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). H. thermophilum bitkisinin genel olarak anatomik
ve morfolojik 6zellikleri calisilmistir. Ayrica bitkinin optimum ¢imlenme sicakli§inin 25
°C oldugu, 40 °C de ise ¢imlenmedigi saptanmigtir. Dogal kosullarda ise tohumlarimin, kis
sonu ve ilkbahar baglangicinda ¢imlendikleri ve bu periyotta bitkilerin bulundugu bolgede

s6z konusu jeotermal su sicakliginin 20-30 °C arasinda oldugu da belirtilmistir (Tan vd.,
2008).
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Sekil 4. Heliotropium thermophilum bitkisi



2. YAPILAN CALISMALAR
2.1. Tohumlarin Temini ve Bitkilerin Biiyiitiilmesi

Projede bitkisel materyal olarak kullanilan Heliotropium thermophilum’un
(Boraginacae) tohumlar1 Aydin-Buharkent’den temin edildi. Tohumlar, jeotermal alanin
55-65 °C araliklarinda toprak sicakligma sahip bitkilerin yogun olarak bulundugu bolgeden
topland1 (Sekil 5A). Tohumlar, jeotermal alandan alinan toprak ve orman alti topraginin
1:1 oraninda karigtirilmasi ile elde edilen toprak igerisine ekildi. Sicaklik kontroli
saglamak icin gelistilen 6zel ayarlanabilir 1s1 iiniteleri kullanildi (Sekil 5B). Bitkiler, bu 1s1
tinitelerinin de igerisinde bulundugu bir biiyiitme odasinda kontrollii sartlarda (16 saat
aydinlik/8 saat karanlik, 25 °C giindiiz/20 °C gece sicakligi, 400 pmol m? s™ 151k akim
yogunlugu) tutuldu. Bitkilerin toprak sicakligt 25+3 °C’ye ayarland:i ve bitkiler bu
sicaklikta 20 gilin biiyiitiildii. Bu siire sonunda bitkilere topraktan iki farkli sicaklik
uygulamas: i¢in, kontrol (25+3 °C) ve deney grubu (60+4 °C) olmak iizere iki farkli grup
olusturuldu. Deney grubunun (60+4 °C) sicakligi zamana bagh olarak sicakliga uyum ve
adaptasyonunu kolaylastirmak igin ekiminin yirminci giiniinde 25+3 °C’den 40+3 °C’ye ve
otuzuncu giiniinde ise 60+4 °C’ye ¢ikarildi. Bitkiler ii¢ aylik olduklarinda hasat edildi.

Uzun siireli yiiksek sicakliga maruz birakilan bitkilerde ve kontrol bitkilerin
yapraklari tizerinde fizyolojik ve biyokimyasal analizler yapildi. Fizyolojik 6l¢iimlerden
biri olan su potansiyeli laboratuvar sartlarinda dogrudan canli bitkilerin yapraklari iizerinde

yapildi. Diger analizler icin ise hasat edilmis bitkiler kullanildi.
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Sekil 5. Tohumlarin elde edildigi jeotermal alan (A), ayarlanabilir 1s1 {initesi (B)

2.2. Analiz ve Olciimler
Su potansiyeli 6l¢iimii dogrudan laboratuvarda bilyiitilen canli bitkilerin yapraklar

tizerinde yapildi. Diger analizler i¢in ise laboratuvarda biiyiitiilen bitkilerin yapraklarindan

alinan ve si1vi azot ile dondurulan ornekler kullanild.

2.3. Temel Stres Parametrelerinin Olciimii

Bu kapsamdaki analizlerde bitkilerin canli ve hasat edilmis yapraklar1 kullanildi.

2.3.1. Yaprak Su Potansiyeli

Bitkilerde meydana gelen stresin miktarin1  belirlemek i¢in temel stres
parametrelerinden yaprak su potansiyelleri 6lgiildii. Her bir gruptan 5’er tane farkli
yapraktan Ol¢iim alindi. Yaprak su potansiyelleri Psypro P2-132 Water Potential System
(Wescor, Inc.) cihazi kullanilarak Savage ve Cass (1984)’a gore 6l¢iildii.

2.3.2. Hiicre Membran Kararhhg Tayini

Bitkilerin stres seviyelerini belirlemek i¢in bir baska temel stres parametresi olan
hiicre membran kararliligit (CMS) o6lgtimii yapildi. Kontrol ve deney grubu bitkilerin
yapraklarindan yaklasik 1cm ¢apinda 15’er disk alindi. Bu diskler 20 ml deiyonize su ile
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yikandi ve 24 saat inkiibasyona birakildi. Daha sonra konduktometre elektrodu kullanilarak
disklerdeki elektrolit sizintis1 belirlendi. Bu asamadaki kontrol grubuna C1, deney grubuna
ise T1 ad1 verildi. Bir sonraki asamada ayn1 diskler, su banyosu igerisinde 15 dakika siire
ile kaynatilarak bitiin dokular1 6ldiiriildii ve ardindan konduktometre ile tekrar Glgiim
yapildi. Bu olgtimlerde kontrol grubuna C2, deney grubuna ise T2 ad1 verildi. Buradan %
CMS= (1-(T1/T2)) / (1-(C1/C2)) x100 formiilii kullanilarak hesaplandi. Hiicre membran
kararlilig1 (CMS) tayini konduktometrik metotla Tripathy vd., (2000)’e gore yapildi.

2.3.3. Yaprak Kuru Agirhgi

Kontrol ve deney gruplarindan 5’er adet tam bitki Ornekleri alindi, yapraklari
kesilerek tartildi. Her bir grup i¢in 3 tekrar yapildi. Bu 6rnekler 48 saat boyunca 65°C’de

kurutuldu ve kuru agirliklari tartildi. Hesaplama agirlik farkindaki orana gore yapildi.

2.3.4. Lipid Peroksidasyonu Tayini (MDA)

Bitkilerdeki stres seviyelerini belirlemek i¢in en temel stres parametrelerinden biri
olan lipid peroksidasyonu tayini (MDA) yapildi. Her bir gruptan 0,5 gr yaprak ornegi
alinarak once siv1 azot igerisinde pargalandi sonra tizerine 10 ml % 0,1 trikloro asetik asit
(TCA) konularak homojenize edildi. Elde edilen bu homojenat 15,000 g de 5 dakika
santrifiij edildi. Siipernatantin 1 ml’si alinarak lizerine %20 TCA igerisinde hazirlanmis
olan % 0,5 tiobarbiturik asitten 4 ml ilave edildi. Daha sonra bu karisim 95°C’de 30 dakika
etlivde bekletilerek 1sitildi. Sonra hizli bir sekilde buz banyosunda sogutuldu ve 10,000 g
de 10 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatantin absorbansi 532 ve 600 nm’de 6l¢iildii.
Spesifik olmayan absorbsiyon i¢in 600 nm’de okunan deger hesaptan ¢ikarildi. Elde edilen
sonug, formiilde (A =€.c.l) yerine konularak TBARS konsantrasyonu hesaplandi (Aszz-
Asoo, €: Absorbsiyon katsayisi, 155 mmol™*cm™, c: konsantrasyon). Lipid peroksidasyonu

tayini malondialdehid igerigi kullanilarak Heath ve Packer (1968)’e gore yapildi.
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2.3.5. Hidrojen Peroksit Icerigi

Hidrojen peroksit (H,O,) tayini i¢in 0,1 gr taze yaprak numunesi TCA ile ezilerek
homojenize edildi. Bu homojenat 10,000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra
stipernatanttan 1 ml alinarak iizerine 10 mM potasyum fosfat tamponu ve 1 M potasyum
iyodiir (KI) ilave edildi. Daha sonra spektrofotometrede 390 nm’de absorbanslar1 okundu.
Okunan bu sonuglar gram basma pumol olarak ifade edildi. H,O, igerigi Velikova vd.

(2000) tarafindan gelistirilen metoda gore belirlendi.

2.3.6. Toplam Klorofil ve Toplam Karotenoid Icerigi

Klorofil ve karotenoid miktarmin belirlenmesi i¢in 0,5 gr taze yaprak dokusu
aliarak sivi azot igerisinde iyice parcalandiktan sonra iizerine 4°C’de %80’lik aseton
¢ozeltisinden 5 ml eklenerek homojenize edildi. Elde edilen bu homojenat 3,000 rpm’de
oda sicakliginda 10 dakika santrifiij edildi ve alinan siipernatant spektrofotometrede 450,
645 ve 663 nm’de olgiildii. Toplam Klorofil igerigi Arnon denklemi (Arnon, 1949)
kullanilarak belirlendi. Toplam karotenoid igerigi ise Jaspars formiilii kullanilarak Witham
vd., (1971)’e gore yapildi.

Klorofil a (g L™) = 12,7 Ases — 2,69 Agss

Klorofil b (g L™) = 22,9 Agss — 4,68 Asss

Toplam Klorofil (g L™) = 20,2 Aess + 8,02 Agss

Toplam Karoteonid (g L™) = 4,07 Asso — (0,0435 Kla miktar1 + 0,3367 Klb miktarr)

2.4. Fenolik Bilesikler ve Osmolitlerin Tayini
2.4.1. Toplam Fenol i¢erigi

Toplam fenol igerigi i¢in 0,1 gr’lik taze yaprak ornekleri tartildi. Azot ile pargalandi
ve % 95’1ik metanol ile homojenize edildi. Bu homojenat 10,000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edildi ve siipernatant alindi. Sonra elde edilen siipernatantdan, 600ul alindi ve
tizerlerine 1,400 pl su, 3,900 ul %2’lik Na;CO3 ve 100 ul 2 N Folin-Ciocalteu’s Phenol
Reagent eklenerek vortekslendi. Daha sonra 6rnekler 30 dakika karanlikta bekletildi ve
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standartlara gore spektrofotometrede 765 nm’de 6lgiildii. Standartlar igin gallik asit, ve kor
olarak saf su kullanildi. Toplam fenol igerigi spektrofotometrik olarak Singleton vd.,
(1999)’e gore belirlendi.

2.4.2. Toplam Flavonoid Icerigi

Toplam flavonoid igerigi i¢in 0,1 gr’lik taze yaprak oOrnekleri tartildi, azot ile
pargalandi ve %1 asitli metanol (%1 v/v HCI) i¢inde homojenize edildi. Elde edilen bu
homojenat 10,000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi ve 45 °C'de evaporator ile konsantre
edildi. Ekstraktlar farkli santrifiij tiiplerine alind1 ve saf su ile seyreltildi. Daha sonra
tizerlerine 150 pl %5 NaNQO; ilave edildi. Alt1 dakika sonra, karisim 150 ul %10 AICl; ile
muamele edildi ve 6 dakika siireyle inkiibe edildi. Bir sonraki asamada {izerine 2 ml 1N
NaOH ilave edildi ve hacim, saf su ile 5 ml'ye tamamlandi. Ornekler 15 dakika
bekletildikten sonra absorbanslar1 spektrofotometrede 510 nm'de 6l¢iildii. Kor olarak saf su
kullanildi. Toplam flavonoid igerigi, 100 gr taze Ornek icin mg kuersetin standardi
cinsinden ifade edildi. Toplam flavonoid igerigi kolorimetrik yontemle Kim vd., (2003)’e

gore belirlendi.

2.4.3. Toplam Antosiyanin Icerigi

Toplam antosiyanin igerigi i¢in 0,1 gr’lik taze yaprak Ornegi tartilarak 4°C'de
karanlikta, sallayici igerisinde 24 saat boyunca asitli metanol (% 1 v/v HCI) ile homojenize
edildi. Homojenat daha sonra 5,000 g'de 15 dakika boyunca 4 °C'de santrifiij edildi. Daha
sonra Siipernatantlar alindi ve uygun bir konsantrasyona kadar seyreltildi. Absorbans
spektrofotometrede 530 ve 657 nm'de okundu ve Asszg'da klorofil bozunma {iriinlerinin
emilimini telafi etmek i¢in, toplam antosiyaninler Aszy — 0,25A¢57 formiiliinii kullanarak
hesaplandi. Standart olarak siyanidin-3-glikozid kullanildi. Toplam antosiyanin igerigi

spektrofotometrik olarak Mancinelli vd., (1988)’e gore belirlendi.
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2.4.4. Prolin icerigi

Prolin igerigi i¢in 0,5 grlik taze bitki Ornekleri tartilarak azotla birlikte
parcalandiktan sonra % 3’liik siilfosalisilik asit ile homojenize edildi ve ardindan filtre
edildi. Elde edilen bu filtrattan 2 ml alinarak tizerine 1 ml asetik asit ve 1 ml ninhidrin
eklendi. Ninhidrin, asetik asit ve orto-fosforik asit kullanilarak hazirlandi. Daha sonra
tiiplere konulan bu drnekler 1 saat boyunca 100 °C’de su banyosunda bekletildi. Ardindan
bu tiipler direkt olarak buza konularak reaksiyon sonlandirildi. Daha sonra orneklerin
tizerine 3 ml toluen eklendi ve vortekslendi. Son olarak spektrofotometrede 520 nm’de
absorbans okundu. Prolin igerigi spektrofotometrik olarak Bates vd., (1973)’e gore

belirlendi.

2.4.5. Toplam Coziinebilir Seker Icerigi

Toplam ¢oziinebilir seker igerigi i¢in 0,3 gr kuru yaprak érnekleri tartildi ve havanda
parcalandi. Toz haline getirilmis olan bu numunelerin tizerine 5 ml % 70 etanol eklenerek
homojenize edildi. Sonra bu homojenat 80 °C de 3 dakika boyunca kaynatildi. Daha sonra
bu homojenat oda sicakligina kadar sogutuldu ve 10,000 g de 5 dakika santrifiij edildi. Bir
sonraki asamada spektrofotometrik tayin i¢in elde edilen siipernatanttan temiz bir tiipe 100
ul alinarak tizerine 900 ul distile su ilave edildi ve seyreltildi. Bu karisimin tizerine 1 ml %
5 fenol ilave edildi ve karigtirici ile karistirildi. Ardindan ayni karisim iizerine 5 ml % 96
stilfirik asit ilave ederek tekrar vortekslendi. Karigimi iceren bu tiipler oda sicakligina
kadar sogutuldu ve spektrofotometrede absorbanslari 490 nm’de 6l¢iildii. Standart igin
glukoz konsantrasyonu 20 pg/ml olarak hazirlandi ve ayn1 islemlerden gecirildikten sonra
absorbans1 Olciilerek hesaplamada kullanildi. Toplam ¢6ziinebilir seker igerigi

spektrofotometrik olarak Dubois vd., (1956)’e gore belirlendi.

2.4.6. Istatistik Analizler

Ucg tekerriirlii olarak gergeklestirilen analizlerin sonucunda elde edilen ortalamalar
SPSS 16.0 paket programui igerisinde yer alan indepentent sample t testi ile % 5 seviyesinde

karsilastirildi.



3. BULGULAR
3.1. Yaprak Su Potansiyeli

Kontrol grubu (25+£3 °C) ve deney grubu (60+4 °C) bitkilerinin yaprak su
potansiyelleri arasinda istatistik olarak 6nemli bir fark bulunamadi. Kontrol grubu -0,85
+0,079 mg 100g™ olarak belirlenirken deney grubu -0,93+0,068 mg 100g™ olarak
belirlendi (Sekil 6).
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Sekil 6. Kontrol (25+3 °C) ve deney grubu (60+4 °C) bitkilerinin yaprak su potansiyeli
degerleri (Barlar standart sapmay1 gostermektedir (n=3). Ayn1 harfle gosterilen
stitunlar arasindaki fark %5 (P <0.05) seviyesinde 6nemsizdir).
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3.2. Hiicre Membran Kararhihg Tayini

Deney grubu (60+4 °C) bitkilerinin hiicre membran kararliliginin (CMS) kontrol
grubu (2543 °C) bitkilerine gore istatistik olarak 6énemli derece yiiksek oldugu tespit edildi.
Kontrol grubu 253,13+3,75 mg 100g™ olarak belirlenirken deney grubu 267,61+1,87 mg
100g™ olarak belirlendi (Sekil 7).

300 -

250 -

200 -

CMS (%)
&
o

100 -

50 -

2543 60+4
Toprak Sicakhigr (°C)

Sekil 7. Kontrol (25+£3 °C) ve deney grubu (60+4 °C) bitkilerinin hiicre membran
kararliligi1 degerleri (Barlar standart sapmay1 géstermektedir (n=3). Ayni harfle
gosterilen siitunlar arasindaki fark %5 (P<0.05) seviyesinde onemsizdir).
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3.3. Yaprak Kuru Agirhgi

Kontrol grubu (25+3 °C) ve deney grubu (60+4 °C) bitkilerinin yaprak kuru
agirliklart arasinda istatistik olarak Onemli bir fark belirlenemedi. Kontrol grubu
121,9+4,13 mg 100g™ olarak belirlenirken deney grubu 125,2+5,22 mg 100g™ olarak
belirlendi (Sekil 8).
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Sekil 8. Kontrol (253 °C) ve deney grubu (60+4 °C) bitkilerinin yaprak kuru agirhig
degerleri (Barlar standart sapmay1 gostermektedir (n=3). Ayni harfle gosterilen
stitunlar arasindaki fark %5 (P <0.05) seviyesinde 6nemsizdir).
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3.4. Lipid Peroksidasyonu Tayini

Sekildeki verilere gore, kontrol grubu (25+3 °C) ve deney grubu (60+4 °C)
bitkilerinde malondialdehit iceriginde istatistik olarak belirgin bir fark gozlenemedi.
Kontrol grubu 6,77+0,49 mg 100g™* olarak belirlenirken deney grubu 7,23+0,18 mg 100g™
olarak belirlendi (Sekil 9).
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Sekil 9. Kontrol (25+£3 °C) ve deney grubu (60+4 °C) bitkilerinin lipid peroksidasyonu
degerleri (Barlar standart sapmay1 gostermektedir (n=3). Ayni harfle gosterilen
siitunlar arasindaki fark %S5 (P<0.05) seviyesinde Onemsizdir). (TA: Taze
Agirlik).
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3.5. Hidrojen Peroksit I¢erigi

Elde edilen verilere gore, kontrol grubu (25+3 °C) ve deney grubu (60+4 °C)
bitkilerinin arasinda istatistik olarak 6nemli bir fark bulunamadi. Kontrol grubu 0,42+0,02
mg 100g™ olarak belirlenirken deney grubu 0,47+0,04 mg 100g™ olarak belirlendi (Sekil
10).
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Sekil 10. Kontrol (2543 °C) ve deney grubu (60+4 °C) bitkilerinin hidrojen peroksit
(H20,) igerigi degerleri (Barlar standart sapmay1 gostermektedir (n=3). Aym
harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark %5 (P <0.05) seviyesinde 6nemsizdir).
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3.6. Toplam Klorofil icerigi

Sekildeki verilere gore, Kontrol grubu (25+3 °C) ile deney grubu (60+4 °C)
bitkilerinin arasinda toplam klorofil igerigi agisindan istatistik olarak bir fark
belirlenemedi. Kontrol grubu 20,66+0,1 mg 100g™ olarak belirlenirken deney grubu
20,84+0,13 mg 100g™ olarak belirlendi (Sekil 11).
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Sekil 11. Kontrol (25+3 °C) ve deney grubu (60+4 °C) bitkilerinin toplam klorofil icerigi
degerleri (Barlar standart sapmay1 gostermektedir (n=3). Ayni harfle gosterilen
stitunlar arasindaki fark %5 (P <0.05) seviyesinde 6nemsizdir).
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3.7. Toplam Karotenoid Icerigi

Kontrol grubu (25£3 °C) ve deney grubu (60+4 °C) bitkileri iizerinde yapilan toplam
karetonoid igerigi deneyine goére iki grup arasinda istatistik olarak Onemli bir fark
gozlenemedi. Kontrol grubu 6,30+0,05 mg 100g™” olarak belirlenirken deney grubu
6,27+0,04 mg 100g™ olarak belirlendi (Sekil 12).
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Sekil 12. Kontrol (2543 °C) ve deney grubu (60+4 °C) bitkilerinin toplam karetonoid
icerigi degerleri (Barlar standart sapmay1 gostermektedir (n=3). Ayni harfle
gosterilen siitunlar arasindaki fark %5 (P <0.05) seviyesinde 6nemsizdir).
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3.8. Toplam Fenol icerigi

Sekildeki verilere gore, deney grubu (60+4 °C) bitkilerinin toplam fenol igerigi
kontrol grubu (25+3 °C) bitkilerine kiyasla istatistik olarak belirgin bir sekilde yiliksek
oldugu tespit edildi. Kontrol grubu 64,57+0,33 mg 100g™ olarak belirlenirken deney grubu
77,94+0,21 mg 100g™ olarak belirlendi (Sekil 13).
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Sekil 13. Kontrol (25£3 °C) ve deney grubu (60+4 °C) bitkilerinin toplam fenol igerigi
degerleri (Barlar standart sapmay1 gostermektedir (n=3). Ayni harfle gosterilen
stitunlar arasindaki fark %5 (P <0.05) seviyesinde 6nemsizdir).
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3.9. Toplam Flavonoid Icerigi

Elde edilen verilere gore, 60+4 °C’de yasayan bitkilerin 25+3 °C’de yasayan
bitkilere kiyasla toplam flavonoid igeriginin daha fazla oldugu saptandi. Kontrol grubu
29,70+0,83 mg 100g™ olarak belirlenirken deney grubu 33,72+0,25 mg 100g™ olarak
belirlendi (Sekil 14).
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Sekil 14. Kontrol (25+£3 °C) ve deney grubu (60+4 °C) bitkilerinin toplam flavonoid
icerigi degerleri (Barlar standart sapmay1 gostermektedir (n=3). Ayn1 harfle
gosterilen siitunlar arasindaki fark %5 (P<0.05) seviyesinde dnemsizdir).
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3.10. Toplam Antosiyanin I¢erigi

Deney grubu (60+4 °C) bitkilerinin toplam antosiyanin icerigi kontrol grubu (2543
°C) bitkilerine gore istatistik olarak belirgin bir sekilde yiiksek oldugu tespit edildi. Kontrol
grubu 2,21+0,09 mg 100g™ olarak belirlenirken deney grubu 2,42+0,006 mg 100g™ olarak
belirlendi (Sekil 15).
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Sekil 15. Kontrol (2543 °C) ve deney grubu (60+4 °C) bitkilerinin toplam antosiyanin
icerigi degerleri (Barlar standart sapmay1 gostermektedir (n=3). Ayni harfle
gosterilen siitunlar arasindaki fark %5 (P <0.05) seviyesinde 6nemsizdir).
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3.11. Prolin Icerigi

Sekildeki verilere gore, deney grubu (60+4 °C) bitkilerinin prolin igerigi kontrol
grubu (25+£3 °C) bitkilerine kiyasla istatistik olarak belirgin bir sekilde yiiksek oldugu
tespit edildi. Kontrol grubu 16,93+0,55 mg 100g™ olarak belirlenirken deney grubu
21,44+0,16 mg 100g™ olarak belirlendi (Sekil 16).
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Sekil 16. Kontrol (2543 °C) ve deney grubu (6044 °C) bitkilerinin prolin icerigi degerleri
(Barlar standart sapmay1 gostermektedir (n=3). Ayn1 harfle gosterilen siitunlar
arasindaki fark %5 (P<0.05) seviyesinde 6nemsizdir).
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3.12. Toplam Céziinebilir Seker Icerigi

Elde edilen verilere gore, kontrol grubu (25+3 °C) bitkilerinin toplam ¢oziinebilir

seker igerigi deney grubu (60+4 °C) bitkilerine kiyasla istatistik olarak 6nemli bir sekilde

azaldig1 gozlemlendi. Kontrol grubu 131,96+0,24 mg 100g™ olarak belirlenirken deney

grubu 133

,23+0,44 mg 100g™ olarak belirlendi (Sekil 17).
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Sekil 17

. Kontrol (2543 °C) ve deney grubu (60+4 °C) bitkilerinin toplam ¢oziinebilir
seker icerigi degerleri (Barlar standart sapmay1 gostermektedir (n=3). Aym
harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark %5 (P<0.05) seviyesinde 6nemsizdir).
(KA: Kuru Agirlik).



4. TARTISMA

Yiiksek sicaklik kosullarinda laboratuvar ortamina adapte edilmeye c¢alisilan
Heliotropium thermophilum bitkisinde, sicakligin bitki biiylime ve gelismesi ilizerindeki
etkilerini ve laboratuvar kosullarina adaptasyonunu belirlemek icin oncelikle bitkilerin
sahip oldugu stres derecesini belirlemek amaciyla yapraklarda su potansiyeli, hiicre
membran kararliligi (CMS), yaprak kuru agirligi, lipid peroksidasyonu ve H,O; igerigi
Ol¢timleri yapilmistir. Daha sonra ise toplam klorofil, toplam karetonoid, toplam fenol,
toplam flavonoid, toplam antosiyanin, prolin ve toplam ¢oziinebilir seker igerikleri gibi
parametrelerle bitkinin genel durumu belirlenmistir.

Su potansiyeli, bitkinin su durumunu ve sahip oldugu stres derecesini belirlemek igin
onemli bir parametredir. S6z konusu bitkinin, yliksek sicaklik kosullarindaki su durumunu
belirlemek i¢in, yaprak su potansiyeli Ol¢lilmiistiir. Calismamizda deney grubu (yiiksek
sicaklik) bitkilerinin yaprak su potansiyeli ile kontrol grubu bitkilerinin yaprak su
potansiyelleri arasinda fark gozlenmemistir. Literatiirde bugday bitkisi tizerinde yapilan bir
calismada 30 °C’lik sicaklik stresi kosullarinda su potansiyelinin azaldigi kaydedilirken
(Farooq vd., 2009), calismamiza benzer olarak 46 °C’lik sicaklik stresi altindaki domates
bitkilerinde su potansiyelinde 6nemli bir degisiklik olmadigi kaydedilmistir (Havaux,
1992). Buldugumuz bu sonug¢ deney grubu bitkilerinin yaprak su icerigini yiiksek sicaklikta
koruyabildigini gostermektedir. Bu durum membranlarin yapisini yiiksek sicaklik
sartlarinda koruyan bazi mekanizmalar ile iligkili olabilir. Bitkiler, proteinleri ve hiicresel
yapilar1 organize edebilen, ozmotik ayarlama ile hiicre turgorunu koruyan ¢esitli ¢6ziiniir
maddeler iireterek ve hiicresel redoks dengesini ve homeostazi yeniden olusturmak igin
antioksidan sistemi degistirerek, yiiksek sicakliga tepki olarak metabolizmalarini gesitli
sekillerde degistirirler (Hasanuzzaman vd., 2013). Bir¢ok calisma, stres hasarinin baslangic
bolgesi olarak hiicre zarina isaret etmekte, bitki hiicre zarlarinin islevi ve yapist gevresel
stres tarafindan biiyiik Olgiide zarar gormektedir (Takahashi vd., 2013). Bu nedenle,
cevresel stres toleransinin bir 6l¢iisli olarak hiicresel zar biitlinliigiiniin degerlendirilmesi,
ilgili bir kriter olarak gorilmektedir (Sullivan, 1972). Hiicre membran hasarina karsilik
olarak bitkiler tarafindan gelistirilen bir tolerans mekanizmasi da hiicre membran
kararliligidir (CMS) (Premachandra, 1991). Sicakliga toleransli olan bir tiir yiiksek

fotosentez orani ve artan CMS ile karakterize edilir (Scafaro vd., 2010). Calismamizda
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yiiksek sicaklik kosullarina uyum saglamis bitkilerin hiicre membran kararliliginin, normal
sicaklik kosullarina uyum saglamis bitkilere gore arttigi tespit edilmistir. Literatiirde de
calismamiza benzer olarak sicaklik stresi kosullarinda piring bitkisinde hiicre membran
kararliligimin arttigr bildirilmistir (Mohammed ve Tarpley, 2010). Benzer olarak daha 6nce
boriilce (Vigna unguiculata L.) bitkisinde yapilan calismalarda da hiicre membran
kararlihginin arttigi bildirilmistir (Ismail ve Hall, 1999). Hiicre membranlarinda artan
kararlilik, sicaklik stresine karsi dayanikliligi da beraberinde getirir (EIBasyoni vd., 2017).
Membranlarin stres sirasinda bozulmadan kalmasi turgorun devamliligi agisindan
onemlidir. Turgor basincinin devamliligi da bitki hiicrelerinin biiytimeleri i¢in gereklidir
(Li vd., 2013). Hiicreler biiyiidiikkge kuru madde igerikleri de artig gosterir. Yaprak kuru
agirlign yiiksek sicaklik kosullarindan fazlasiyla etkilenen temel stres parametrelerinden
biridir. Bu sebeple caligmamizda bitkimizin yiiksek sicaklik kosullarinda durumunu
belirlemek amaciyla yaprak kuru agirhigr belirlenmistir. Caligmamizda Heliotropium
thermophilum bitkisinde kontrol ve deney gruplarinda kuru agirlik agisindan belirgin bir
farka rastlanmamistir. Bu durum bitkinin su igerigini koruyucu cesitli adaptasyonlar
gelistirdigi fikrini akla getirmektedir. Bitkinin su i¢eriginin korunmasi biiyiimesi, gelismesi
ve fizyolojisi agisindan biiyiik bir 6neme sahiptir. Ayrica ¢aligmalarimizda bir baska stres
parametresi olan yaprak su potansiyeli 6l¢limiimiiziin sonuglarina goére normal sicaklikta
yasayan bitkilerdeki su potansiyeli yiiksek sicaklik kosullarinda yasayan bitkilerle ayni
oldugu tespit edilmistir. Dolayisiyla bu sonuglar bitkinin su durumuyla ilgili olarak
birbirini desteklemektedir.

Yiiksek sicakhik altindaki bitkilerin stres durumunu anlamak i¢in lipid
peroksidasyonundaki degisimler incelenmistir. Malondialdehit (MDA) miktar1 membran
lipid peroksidasyonu derecesinin bir gostergesi olarak kullanilmaktadir (Masia, 2003).
MDA igerigi termotoleransla ilisikili bir bir parametredir ve seviyesine bagli olarak
termotolerans degerlendirilir (Mohammed ve Tarpley 2010). Seviyesinin arttig1
durumlarda soz konusu bitkiler yiiksek sicakliga hassas, seviyesi distigiinde ve
degismediginde s6z konusu bitkiler sicakliga toleransli olarak degerlendirilirler (Awasthi
vd., 2015). Mevcut tez calismasinda, deney grubu ile kontrol grubu arasinda lipid
peroksidasyonu agisindan istatistiksel olarak 6nemli bir fark bulunamadi. Bu sonug bir
baska stres parametremiz olan CMS tayini ile de ortiigmektedir. Artan membran kararliligi,
membran lipidlerinde bir yikim olmadiginin bir delili olabilir. Béylece TBARS igeriginde

bir degisime rastlanmamistir ve bu sonuglar birbirini desteklemektedir.
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Mevcut calismamizda bir baska temel stres parametresi olan ve bitkinin stres durumu
hakkinda bilgi edinmek amaciyla H,O, igerigi incelenmistir. Calismamizda H,O, igerigi
acisindan deney grubu bitkileri ve kontrol bitkileri arasinda bir degisime rastlanilmamustir.
Bu sonug da diger bir stres parametresi olan TBARS sonuglarini akla getirmistir. Her iKi
sonug da birbirini desteklemektedir ve bitkinin 60+4 °C sicakliklar1 arasinda bir stres
yasamadigin1 gostermektedir. Cesitli abiyotik stresler, bitkilerde protein, lipid, DNA
hasarina sebebiyet veren reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) asir1 tiretimine neden olur (Gill ve
Tuteja, 2010). Normalde ROT iiretimi de bitkinin biiyiime ve gelismesini engellemekle
beraber bitkinin fizyolojisinde de bazi degisimler ortaya ¢ikarabilir. Fakat mevcut bitkinin
gerek biiyiime ve gelismesinde gerekse fizyolojisinde degisim gozlenmemektedir. Bununla
birlikte TBARS ve H,0; igerigi olglimleri gozonine alindiginda H. thermophilum
bitkisinde 60+4 °C sicaklik kosullarinda 6nemli bir stres yasanmadigi ve bitkilerin
hayatlarina saglikli olarak devam ettikleri sonucuna varilmistir.

Bitkilerde en 6nemli renk pigmenti olan klorofil sicaklik, tuz ve kuraklik gibi
streslerden fazlasiyla etkilenir (Tewari ve Tripathy, 1998). Calismamizda fizyolojik bir
parametre olan bitkinin toplam klorofil miktar1 incelenmistir. Bu dogrultuda elde ettigimiz
bulgulara gére mevcut bitkide kontrol ve deney gruplari arasinda klorofil igerigi agisindan
bir degisim gdzlenmemistir. Yaprak klorofil diizeyi bitki stresi ve yaslanma ile direkt
ilgilidir (Hendry vd., 1987). Buradan da yola ¢ikarak bitkinin 60+4 °C sicakliklar1 arasinda
bir stres durumu ile karsilagmadigini ve yasamini normal olarak devam ettirdigini
sOyleyebiliriz.

Bitkiler aleminde klorofil ve karetonoid miktarlari bitkilerin biiylime ve gelismesini
devam ettirmesi agisindan Onemli bir yere sahiptir. Karotenoidlerin stres tiiriine
bakilmaksizin ¢esitli bitki tiirlerinde hiicresel yapilar1 korumasi yaygm olarak
bilinmektedir (Havaux, 1998; Wahid ve Ghazanfar, 2006; Wahid, 2007). Karotenoidlerin
yapilar1 geregi serbest radikalleri etkili bir sekilde yikarlar ve bitki savunma sistemini
giiclendirirler. Bu ylizden strese karsi savunmada rolleri ¢ok onemlidir. Elde ettigimiz
bulgulara gore toplam karetonoid miktarinda kontrol ve deney gruplar arasinda bir fark
yoktur. Toplam karetonoid miktari, toplam klorofil miktar: ile yakindan iligkilidir. Mevcut
calismamizda bu iki deneyin sonugclar1 birbirini anlamli bir sekilde desteklemektedir. Bu
sonuclara dayanarak bitkinin yliksek sicaklikta bir stres yasamadigini1 sdylemek miimkiin

olabilir.
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Flavonoidler, antosiyaninler, ligninler vb. dahil olmak iizere fenolikler, bitkilerdeki
en 6nemli sekonder metabolit smiftir ve abiyotik streslere karsi tolerans da dahil olmak
tizere ¢esitli roller oynamaktadir (Chalker-Scott, 2002; Wahid ve Ghazanfar, 2006; Wahid,
2007). Bu sebeple bitkide toplam fenol igerigi 6l¢iilmiistiir. Elde ettigimiz bulgulara gére
60+4 °C sicaklikta biiyiiyen bitkilerdeki toplam fenol igerigi, 2543 °C sicakliklarda
biiyiiyen bitkilere gore daha yiiksek bulunmustur. Yiiksek sicaklikta biiyiiyen Heliotropium
thermophilum bitkisi bu sicakliklara uyum saglamak igin igsel mekanizmalar gelistirmistir.
Yiiksek sicakliklarda bitkilerde fenolik bilesiklerin fazla miktarlarda sentezlendikleri
bilinmektedir (Rivero vd., 2001). Sonu¢ olarak mevcut bitki yiiksek sicaklikta fazla
miktarda fenolik madde sentezleyerek ortama adaptasyonu artirmistir ve bitkinin
fizyolojisinin sicakliktan etkilenmemesinde 6nemli bir rol oynamustir. Fenolikler dogrudan
veya dolayli yollardan reaktif oksijen tiirlerini etkisiz hale getirirler. Bu i¢sel mekanizmalar
sayesinde bitki biiyiime ve gelismesini saglikli olarak devam ettirebilmektedir.

Sekonder metabolitlerin en 6nemlilerinden biri olan ve abiyotik streslere kars1 bitki
savunmasinda onemli bir rol oynayan flavonoidlerin igerigi arastirilmistir. Elde ettigimiz
bulgulara gore, 60+4 °C sicaklikta biiyiiyen bitkilerdeki toplam flavonoid igerigi 25+3 °C
sicakliklarda biiyiiyen bitkilere gore daha yiliksek bulunmustur. Elde edilen bu sonuglar
calismamizdaki diger sekonder metabolitler ile birbirini nemli derecede desteklemektedir.
Flavonoidler, ROT toksisitesine karsi antioksidan olarak da 6nemli rol oynayan 6nemli
ikincil bitki metabolitleridir (Morimoto vd., 1998). Flavonoid birikiminin bitkileri yiiksek
ve diisiik sicakliklar gibi cesitli stresli kosullara kars1 korudugu bilinmektedir (Lillo vd.,
2008). Sonucta literatiirle benzer olarak Heliotropium thermophilum bitkisi yiiksek
sicaklikta fazla miktarda flavonoid ve diger fenolik maddeleri sentezleyerek bu asirt
yiiksek sicakliga adaptasyon gdstermesine katkida bulunmustur.

Antosiyaninler bilindigi {lizere abiyotik streslere karsi tolerans ve savunmada
bitkilerde 6nemli yere sahiptirler. Abiyotik stresler, ¢ogu bitki tiiriiniin yapraklarinin
kollenkima hiicrelerinde antosiyanin sentezini uyarabilir (Parkin 1903). Antosiyaninlerin
kok, govde ve ozellikle yaprak dokularinda iiretilerek bitkinin bazi ¢evresel streslere karsi
direng saglamasina yardimci olur (Chalker-Scott, 1999). Ayrica Shao ve arkadaslari
(2007), Arabisopsis'te yiiksek sicaklik stresi altinda antosiyaninlerin yiiksek sicaklik
hasarinda koruyucu bir rol oynadigini belirlemislerdir. Literatiirden de goriilecegi gibi
antosiyanin miktart stres belirlemede 6nemlidir. Mevcut calismada bu sebeple toplam

antosiyanin miktar1 incelenmis ve elde edilen verilere gore ytliksek sicakliktaki bitkilerdeki
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toplam antosiyanin miktar1 kontrol grubuna gore yliksek oldugu berlirlenmistir. Bu sonuca
gore bitki yiiksek sicaklikta daha fazla miktarda antosiyanin sentezleyerek sicakliga karsi
toleransini artirmustir. Ayrica bu bulgular diger fenolik bilesik 6lgtimlerimizle de birbirini
desteklemektedir. Bitkinin sicakliga karsi toleransi saglikli olarak biiyiime ve gelismesini
devam ettirebilmesi agisindan dnemlidir.

Abiyotik stres altinda bir¢cok bitki osmotik giicli dengelemek ve antioksidan
enzimlerin serbest radikalleri temizlemelerini tesvik etmek i¢in prolin ve ¢dziinebilir
sekerleri igeren ozmolitler biriktirir (Seki vd., 2007). Prolinin, osmotik ayarlama, ROT"' lar1
temizleme, membran biitiinliglinii koruma, proteinlerin kararliligini saglama ve sitozol
pH’smm1  diizenleme gibi fonksiyonlarmin oldugu kaydedilmistir (Seki vd., 2007).
Caligmamizda Elde ettigimiz bulgulare gére 60+4 °C sicakliklarda yasayan bitkilerdeki
prolin igerigi, 25+3 °C sicakliklarda yasayan bitkilere gore fazla oldugu goriilmiistiir. Bu
sonug bitkinin igsel prolin miktarini artirarak sicakliga karsi tolerans sagladiginin bir
gostergesidir. Artan prolin miktari sayesinde bitkideki su miktar1 korunmustur. Elde edilen
bu bulgular, literatiirde yiiksek sicaklik stresi altindaki domatesin prolin igerigindeki
degisiklikle benzer oldugu bulunmustur (Yin vd., 2001). Ayrica yaprak marul fideleri ile
yapilan bir c¢alismada, yiliksek sicaklikla beraber prolin ve ¢oziinebilir seker igeriginin
arttig1 tespit edilmistir (Han vd., 2013). Calismamizdaki yaprak su potansiyeli ve yaprak
kuru agirhigi bulgular1 bu verilerimizi desteklemektedir.

Bitkilerde seker birikiminin i¢sel ozmotik potansiyelin diizenlenmesi ile biyomolekiil
ve membranlarin korunmasina katkida bulundugu bilinmektedir (Seki vd., 2007). Stres
tesvikli seker birikimi bir¢ok tiirde rapor edilmis ve sicaklik toleransinda 6nemli rol
oynadigina inanilmaktadir. Seker birikimi, iyonlarin destabilizesinin zararli etkilerine kars1
membran ve enzimleri korumanin yani sira ozmotik dengeyi devam ettirmede yardimci
olabilmektedir (Farooq vd., 2009). Bu bulgular, toplam ¢o6ziinebilir sekerin gii¢lii bir
osmoprotektan olarak rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir. Bu sebeple mevcut
calismada toplam seker igerigi Ol¢iilmiistiir. Elde ettigimiz verilere gore sicak ortamda
biiyliyen bitkilerdeki toplam c¢oziinebilir seker miktar1 kontrol kosullarina gore daha
yiiksek bulunmustur. Ozmotik stres kosullarinda toplam ¢oziinebilir seker miktari ile ilgili
elde edilen sonuglarimiz ise literatiirde daha Once yapilan caligmalarla benzerlik
gostermektedir. Ayrica literatiirde toplam ¢Oziinebilir seker miktarmin  bitki
metabolizmasinda turgorun stirdiiriilmesi ve hiicresel membranlarin korunmasinda sadece

tipik bir ozmoprotektan olarak (Coue’e vd., 2006) degil ayn1 zamanda seker algilama ve
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sinyal sistemlerinde bir sinyal molekiil olarak islev gordiigii belirlenmistir (Chen vd.,
2009). Bu sonuglar toplam fenol igerigi ve prolin igerigiyle de uyumludur ve bitkinin
yiiksek sicakliga karsi tolerans saglamasinda 6nemli rol oynamaistir.

Yiiksek sicaklik kosullarinda laboratuvar ortaminda yetistirilen Heliotropium
thermophilum bitkisinde temel stres parametreleri ve sicaklik stresi kosullar1 altindaki
bitkilerin cevaplarinin degerlendirilmesi agisindan Onemli olan bazi metabolitlerin
miktarlar Ol¢iilmiistiir. Bu olglimlerden elde edilen verilere ve yapilan gozlemlere gore
Heliotropium thermophilum bitkisi yiiksek sicaklik ortaminda bir stres yasamadigi
belirlenmistir. Ayrica bu bitkinin dogal ortaminda ayni sicakliklar altinda elde edilen
veriler ile elde ettigimiz verileri biribirini desteklemektedir (Konar, 2016). Buna gore
mevcut bitkinin laboratuvar kosullarina uyum gosterdigi kanaatine varilmistir. Ayrica
s6zkonusu bitkinin yapilan analizler sonucunda laboratuvar ortaminda yiiksek sicakliklara
adaptasyonu ile ilgili olarak literatiirde herhangi bir ¢alisma bulunmamis olup bu tez
caligmasinin literatiirdeki bu eksikligi doldurmasi ag¢isindan ve bu konuyla ilgili

gelecekteki ¢aligmalara yon vermesi agisindan degerli oldugu diisiiniilmektedir.
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5. SONUCLAR

Yapmis oldugumuz bu ¢alisma sonucunda;

Heliotropium thermophilum bitkisinde kontrol (25£3 °C) ve deney grubunda (60+4
°C) su durumunun muhafaza edildigi ve bitkilerin su potansiyellerinin istatistiksel
olarak farksiz oldugu belirlenmistir.

Mevcut calismada 60+4 °C’de yasayan bitkilerin kontrol bitkilerine gore hiicre
membran kararliliginin daha fazla oldugu bulunmustur.

H. thermophilum bitkisinde kontrol ile deney grubu arasinda yaprak kuru agirliklart
bakimindan istatistiksel olarak birk fark belirlenememistir.

Kontrol ve deney grubunda arasinda lipid peroksidasyonu bakimindan onemli bir
artisin  olmadigit membran hasarlarinin istatistiksel olarak benzer oldugu tespit
edilmistir.

Bitkilerdeki hidrojen peroksit (H;0,) igeriginin kontrol ve deney grubunda
istatistiksel olarak farksiz oldugu belirlenmistir.

Toplam klorofil igeriginin kontrol ve deney grubunda farksiz oldugu belirlenmistir.
Bitkilerin yapraklarinda olgiilen toplam karotenoid igeriginin kontrol ve deney
grubunda degismedigi kaydedilmistir.

H. thermophilum bitkisinde 25+3 °C’de yasayan bitkilere gore 60+4 °C’de yasayan
bitkilerin toplam fenol igeriklerinin gézle goriiliir bir sekilde arttig1 tespit edilmistir.
Fenolik bilesiklerden biri olan toplam flavonoid igeriginin kontrol bitkilerinde deney
grubu bitkilerine gore istatistiksel olarak 6nemli bir azalma oldugu bulunmustur.
Fenolik bilesiklerden bir digeri olan toplam antosiyanin igeriginin deney grubu
bitkilerinde, kontrol bitkilerine kiyasla daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.

H. thermophilum bitkisinde kontrol kosullarinda yasayan bitkilere gére 60+4 °C’de
yasayan bitkilerin prolin igeriklerinin belirgin bir sekilde arttig1 sonucuna varilmistir.
Toplam ¢oziinebilir seker miktarinin deney grubu bitkilerinde, kontrol grubu

bitkilerinin miktarina gore gozle goriiliir bir sekilde artigin oldugu tespit edilmistir.



6. ONERILER

Bitkiler belirli bir sicaklik stresi altina kadar yasamlarmi stirdiirebilir ve bunu
yapabilmek i¢in ¢esitli adaptasyon mekanizmalar1 gelistirirler. Bu adaptasyonlardan biri de
tolerans mekanizmasidir. Bu mekanizmay1 gelistirebilen bitkiler uzun siire yasamlarin
koruyabilirler ve bunun gibi stres durumlarindan en az hazarla ¢gikmayi basarirlar.

Yapilan bu calismada mevcut bitki yliksek sicakliga toleransli bir bitki olup
laboratuvar sartlarinda uygulanan yiiksek sicaklikla dogal ortam sartlarina adapte edilmeye
calisilmistir. Bu adaptasyonda temel stres parametreleri, fenolik bilesikler ve osmolitlerin
tayini yapilarak laboratuvar sartlarina uyumu belirlenmeye caligilmistir. Mevcut bitki
literatiire yeni kazandirildigi i¢in hakkinda yapilmis yeterli bir ¢alisma yoktur. Sonraki
calismalarda mevcut ¢alismadan elde ettigimiz bulgular 1s1ginda bu bitki laboratuvar
kosullarinda adaptasyon mekanizmasi ile ilgili ileri asamada molekiiler caligmalar
yapilabilir. Ayrica tolerans mekanizmasinin molekiiler anlamda nasil calistigt hangi
genlerin rol aldigi incelenebilir ve bu genler bulunarak farkli bitkilere yiiksek sicaklik
toleransi ile ilgili gen aktarimlari yapilabilir. Boylece gelecekte yiiksek sicakliga daha
dayanikli ve uzun siire yasayabilen bitkiler elde edilebilir ve diinyada kiiresel 1sinmadan

dolay1 olusabilecek gida kitlig1 problemine karsi bir ¢6zliim 6nerisi olabilir.
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