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Doktora Tezi
OZET

ENDEMIK VE TERMOFIL HELIOTROPIUM THERMOPHILUM BITKISININ ASIRI
YUKSEK SICAKLIGA KARSI TOLERANS MEKANIZMASININ ARASTIRILMASI

Asiye SEZGIN MUSLU

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali
Danigman: Prof. Dr. Asism KADIOGLU
2020, 97 Sayfa, 6 Ek Sayfa

Endemik ve termofil Heliotropium thermophilum’un asir1 yiiksek sicakliga karsi
tolerans mekanizmasini aydinlatmak ig¢in, laboratuvarda kontrollii kosullarda toprak
sicakliklart kademeli bir sekilde artirilarak 20+5, 40+5, 60+5 ve 80+5°C’de yetistirilen
bitkilerin 10 hafta boyunca gelisimleri gozlendi. 40+£5°C’de yasayan bitki gruplarinin
stirglin uzunlugu, siirgiin taze ve kuru agirligmin diger gruplara gére daha fazla oldugu
goriildii. Artan sicaklikla beraber kok uzunluklarinda ise bir azalis kaydedildi. Asir1 yliksek
sicaklikta (80+5°C), yaprak su potansiyeli ve stoma iletkenliginde azalis, tiyobarbitiirik
asit-reaktif maddeler (TBARS), hidrojen peroksit (H202), siiperoksit (O2~), metilglioksal
(MG) igeriklerinde 6nemsiz bir artis gozlendi. Antioksidanlardan, siiperoksit dismutaz
(SOD), askorbat peroksidaz (APX), glutatyon reduktaz (GR), dehidroaskorbat reduktaz
(DHAR) aktivitelerinin, askorbat (AsA) ve glutatyon (GSH) igeriklerinin 80+5°C’deki
bitkilerde asir1 arttig1 tespit edildi. Ozmolit seviyesi, ABA igerigi ve sicak sok faktorleri
(HSF) gen ekspresyonunun 80+5°C’de yetisen bitkilerde asir1 yiiksek oldugu bulundu.
Ayrica western blot analiz sonuglarima gére FeSOD, CAT, GPX, GR enzimlerine ait
protein igeriklerinin ve aktiviteleri ile paralellik gosterdigi de belirlendi.

Elde edilen veriler dogrultusunda, laboratuvar kosullarinda yetistirilen H.
thermophilum’un antioksidan ve glioksalaz sistemi uyararak, ABA sentezini, HSF’lerin
ifade seviyelerini ve ozmolit birikimini énemli derecede artirarak asir1 toprak sicakligina

(80+5°C) tolerans gosterebilen termofil model bir bitki oldugu sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Heliotropium thermophilum, Asir1 yiiksek sicaklik, Termofil, Absisik
asit, Ozmolit, Sicak sok faktorleri
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PhD Thesis

SUMMARY

INVESTIGATION OF TOLERANCE MECHANISM AGAINST EXTREMELY HIGH
TEMPERATURE OF ENDEMIC AND THERMOPHYL HELIOTROPIUM
THERMOPHILUM PLANT

Asiye SEZGIN MUSLU

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program
Supervisor: Prof. Asim KADIOGLU
2020, 97 Pages, 6 Appendix Pages

In order to elucidate the tolerance mechanism of the endemic and thermophil
Heliotropium thermophilum to extremely high temperatures, the soil temperature was
gradually increased in the laboratory conditions and the growth of plants lived at 2045,
4045, 60+5 and 80+£5°C was observed for 10 weeks. It was seen that shoot length, shoot
fresh and dry weight of plant groups living at 40+£5°C were higher than other groups. Root
lengths decreased with increasing temperature. Leaf water potential and stomatal
conductivity decreased, thiobarbituric acid-reactive substances (TBARS), hydrogen
peroxide (H202), superoxide (O27), methylglyoxal (MG) contents were insignificantly
increased in plants living at 80+5°C. It was found that superoxide dismutase (SOD),
ascorbate peroxidase (APX), glutathione reductase (GR), dehydroasorbate reductase
(DHAR) activities, ascorbate (AsA) and glutathione (GSH) contents, osmolite level, ABA
content and heat shock factors (HSF) gene expression also extremely increased in plants.
In addition, according to western blot analysis results, it was determined that the protein
contents of FeSOD, CAT, GPX, GR were parallel with enzymes activities.

In line with the findings obtained, it was concluded that H. thermophilum grown in
laboratory conditions is a thermophile model plant which can tolerate excessive soil
temperature (80+£5°C) by stimulating the antioxidant and glyoxalase system, ABA

synthesis, HSF expression levels and osmolite accumulation.

Keywords: Heliotropium thermophilum, Extremely high temperature, Thermophile,
Abscisic acid, Osmolite, Heat shock factor



Sekil 1.
Sekil 2.
Sekil 3.

Sekil 4.
Sekil 5.

Sekil 6.

Sekil 7.

Sekil 8.

Sekil 9.

Sekil 10.
Sekil 11.
Sekil 12.
Sekil 13.
Sekil 14.
Sekil 15.

Sekil 16.

Sekil 17.
Sekil 18.
Sekil 19.
Sekil 20.

Sekil 21.

SEKILLER DIiZiNi

Sayfa No
Bitkilerin yiiksek sicakliklara farkli adaptasyon mekanizmalart ........................ 12
Dogal ortaminda Heliotropium thermophilum bitKisi..........ccccccooviiiiiieiienen, 22
H. thermophilum tohumlarmin iki katli 1slak filtre kagidi arasinda petri
kaplarindaki gOTTNTMI .......cvviiiiiiiiiie e 23
Caligmalarda kullanilan toprak sicakligini saglayan 1s1 Gnitesi ..........ccccvreennene. 24
Deney gruplarinin olusturulmasi ve uygulamalarin gemast. ..........cocoeevveiieennnen. 25
Toprak sicakligi ve yaprak sicakliginin olgiimiinde kullanilan
TEIMOMELIEIET ... 26

Farkli toprak sicakliklarinda yetistirilen bitkilere ait toprak ve yaprak
YUZEY S1CAKIKIATT ..o 37

Farkli toprak sicakliklarinin H. thermophilum bitkilerindeki morfolojik
degisimler GZerine ETKIS. ........coiviiiiiiiiieie e 38

Farkli toprak sicakligi uygulamalarinin siirgiin ve kok uzunlugu iizerine

CHEEY...... ... ... ... 39
Farkl1 toprak sicakligi uygulamalarinin siirglin uzunluguna etkisi. .................... 39
Farkli toprak sicakligi uygulamalarimin kok uzunluguna etkisi..............c.ce.... 40
Farkl1 toprak sicakligi uygulamalarinin siirgiin taze agirligina etkisi. ............... 41
Farkli toprak sicakligi uygulamalarmnin siirgiin kuru agirliga etkisi. .................. 41
Farkl1 toprak sicakligi uygulamalarinin yaprak TBARS igerigine etKisi............ 42
Farkli toprak sicakligi uygulamalarinin H2O> igerigine etKisi. .........ccccevvvvennene. 43

Farkli toprak sicakligi uygulamalarinin DAB boyanmas: ile belirlenen

H202 dagilimi Gzering EtKISH...........cooviiiiiiiiieiciiee e 43
Farkl1 toprak sicakligi uygulamalarinin siiperoksit igerigine etKisi. ................... 44
Farkli toprak sicakligi uygulamalarinin MG igerigine etKiSi. ........c.ccoovvveinennne 45
Farkli toprak sicakligi uygulamalarinin yaprak su potansiyeline etkisi............... 46
Farkl1 sicaklik uygulamalarinin stoma iletkenligine €tkiSi. .........c.cccovverivriennnnn, 46
Farkli toprak sicakligi uygulamalarinin GPOD aktivitesine etKisi. .................... 47

Xl



Sekil 22.
Sekil 23.
Sekil 24.
Sekil 25.
Sekil 26.
Sekil 27.
Sekil 28.
Sekil 29.
Sekil 30.
Sekil 31.
Sekil 32.

Sekil 33.

Sekil 34

Sekil 35

Sekil 36.

Sekil 37.

Sekil 38.
Sekil 39.
Sekil 40.
Sekil 41.
Sekil 42.
Sekil 43.

Sekil 44.

Farkl1 toprak sicakligi uygulamalarinin CAT aktivitesine etkisi. ............c.......... 48
Farkli toprak sicakligi uygulamalarinin SOD aktivitesine etkisi. ....................... 49
Farkl1 toprak sicakligi uygulamalarinin APX aktivitesine etKisi. ............c.c........ 50
Farkl1 toprak sicakligi uygulamalarinin GR aktivitesine etKisi. ............ccccoen...n. 51
Farkl1 toprak sicakligi uygulamalarinin MDHAR aktivitesine etkisi. ................ 51
Farkli toprak sicakligi uygulamalarinin DHAR aktivitesine etkisi..................... 52
Farkl1 toprak sicakligi uygulamalarinin AsA igerigine etKiSi. ........cccocvevervennenn. 53
Farkli toprak sicakligi uygulamalarmin GSH igerigine etkiSi............cccocvrennnen. 54
Farkl1 toprak sicakligi uygulamalarinin toplam karotenoid igerigine etkisi. ...... 95
Farkli toprak sicakligi uygulamalarinin Glioksalaz I aktivitesine etkisi............. 56
Farkl1 toprak sicakligi uygulamalarinin Glioksalaz II aktivitesine etKisi. .......... 57
Farkli toprak sicakligi uygulamalarinin prolin igerigine etkisi............ccccevvennene. 58
. Farkli toprak sicaklig1 uygulamalarinin glisin betain i¢erigine etKisi................. 59
. Farkli toprak sicakligi uygulamalarinin toplam ¢oziinebilir seker igerigine
BEKIST. vttt 60
Farkli toprak sicakligi uygulamalarinin ABA igerigine etKisi. .........cc.ccoovevvenene. 61
HSF4A4, HSFA3, HSF4 genlerinin kantitatif Real-Time PCR
amplifikasyonunun Melt Curve degerleri. .......cocvvviiiiniieiiiiene e, 61
Farkl1 toprak sicakligi uygulamalarinin HSFA4A ifadesine etkisi. ..................... 62
Farkli toprak sicakligi uygulamalarmin HSFA3 ifadesine etkisi. ....................... 63
Farkl1 toprak sicakligi uygulamalarinin HSF4 ifadesine etkisi...........cc.cccovene... 64
Farkli toprak sicakligi uygulamalarinin FeSOD proteini iizerine etKisi. ............ 64
Farkli toprak sicakligi uygulamalarinin CAT proteini iizerine etkisi. ................ 65
Farkl1 toprak sicakligi uygulamalarinin GPX proteini tizerine etKisi. ................ 65
Farkli toprak sicakligi uygulamalarinin GR proteini tizerine etKisi. ................... 66

X1



TABLOLAR DiZiNi

Sayfa No

Tablo 1. HSFA4A, HSF4, HSFA3 genlerinin ifade seviyeleri i¢in qRT- PCR islem
DASAMAKIATT ..ot 35
Tablo 2. gRT PCR’da kullanilan primerlerin sekanslari.............ccoccovvvevviviesensinerieseennnn, 35

Tablo 3. Farkli toprak sicaklifinda yetistirilen bitkilere ait yapraklarin yilizey
] (o714 1 14 DO TP PPPTPR 37

X1



ABA
APX
AsA
CAT
DAB
DHAR
GPOD
GPX
GR
GSH
GST
H20:
HSF
HSP
KA
MDHAR
MG
0O~
OH"
PSI
PSII
ROT
SLG
SOD
TA
TBARS
TCA

KISALTMALAR DIiZiNi

: Absisik asit

: Askorbat peroksidaz

: Askorbat

: Katalaz

: 3-3’-Diamino benzidin

: Dehidroaskorbat reduktaz
: Guaiakol peroksidaz

: Glutatyon peroksidaz

: Glutatyon rediiktaz

: Glutatyon

: Glutatyon s transferaz

: Hidrojen peroksit

: Sicak sok faktorii

: Sicak sok proteini

: Kuru agirlik

: Monodehidroaskorbat reduktaz
: Metilglioksal

: Stiperoksit radikali

: Hidroksil radikali

: Fotosistem |

: Fotosistem 11

: Reaktif oksijen tiirii

: S-D-laktoilglutatyon

: Siiperoksit dismiitaz

: Taze agirhik

: Tiyobarbitiirik asit reaktif maddeler

: Trikloroasetik asit

XV



1. GENEL BILGILER

1.1. Giris

Kiiresel 1sinmadan kaynaklanan yiiksek sicakligin biiylime ve gelisimi lizerindeki
zararli etkisinden dolay1r glinimiizde ve gelecekte bitkisel verimin olumsuz yonde
etkilenecegi rapor edilmistir (Bita ve Gerats, 2013). Yiksek sicaklik stresi altindaki
bitkilerde fenotipik degisikliklerin yanisira enzim aktivitesi, membran akiskanligi, protein
fotosentez, solunum, klorofil ve protein sentezi ile redoks durumu dahil olmak {izere hiicre
fonksiyonlariin performansinda diisiis meydana gelir (Li vd., 2013). Bitkilerin yiiksek
sicakliga cevaplar1 sicakligin derecesine, siiresine ve bitkinin tiirline gore farklilik
gosterebilir. Bitkiler yiiksek sicaklikla basa ¢ikabilmek i¢in sakinma ve tolerans gibi ¢esitli
adaptasyon mekanizmalar1 gelistirebilirler. Sakinma mekanizmalarinin baglicalart yaprak
yonelmesi, transpirasyonal sogutma, yaprak kivrilmasi, erken olgunlasma ve membran
lipid birlesimi degisimleridir (Fitter ve Hay, 2002). Tolerans mekanizmalar1 ise iyon
tastyicilar,, proteinler, ozmoprotektanlar, antioksidanlar, sinyal kaskatlar1 ve
transkripsiyonel kontrol gibi yollardan olusur (Hasanuzzaman vd., 2013).

Yiiksek sicaklik stresi ayn1 zamanda oksidatif bir strese sebep olmaktadir. Bu
nedenle yiiksek sicaklifa toleransta yukarida anlatilan savunma mekanizmalarinin en
onemlilerinden birisi antioksidanlardir. Bilindigi lizere yiiksek sicaklik bitkilerde singlet
oksijen (*02), siiperoksit (O2™), hidrojen peroksit (H20,) ve hidroksil radikali (OH") gibi
reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) tiretimini artirarak hasar olusturabilir (Mittler, 2002).
Bitkisel hasarlar genelde ROT’larin lipid membran peroksidasyonu, pigment yikimi,
membran gecirgenliginde meydana gelen degisimlerle saglanir (Rodriguez vd., 2005; Xu
vd., 2006; Camejo vd., 2006). Bitkiler stres durumunda ortaya ¢ikan ROT’larin zararl
etkilerinden korunmak i¢in enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan savunma
sistemine sahiptirler. Toleransli ve hassas bitkilerde bu savunma sisteminin etkinligi farkl
olabilir. Enzimatik antioksidan savunma sistemi siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon
peroksidaz (GPX), katalaz (CAT), glutatyon S-transferaz (GST) ve askorbat-glutatyon
(AsA-GSH) dongiisiine ait askorbat peroksidaz (APX), glutatyon reduktaz (GR),
monodehidroaskorbat reduktaz (MDHAR) ve dehidroaskorbat reduktaz (DHAR) gibi



enzimlerden ve enzimatik olmayan askorbat (AsA), glutatyon (GSH), tokoferol,
karotenoid, fenolik gibi bilesiklerden olusur (Sharma vd., 2012). Yapilan birgok
arastirmada, bazi zirai bitkilerdeki yiiksek sicakliga toleransin antioksidan kapasitenin
artmasi ile iligkili oldugu rapor edilmistir (Almeselmani, 2006).

Bitkilerde ¢esitli streslere asir1 miktarda iiretilen ROT’larin toksik etkilerine benzer
olarak metilglioksal (MG) olarak adlandirilan bilesikler de sentezlenir (Hasanuzzam vd.,
2011a). Onemli bir ROT olan hidrojen peroksite benzer olarak MG’nin de bitkilerde
yiiksek konsantrasyonlarda toksik etki, diisiilk konsantrasyonlarda ise sinyal molekiil olarak
islev gordiigl belirlenmistir (Hoque vd., 2016). Bu ve diger literatiirler, ¢esitli cevresel
streslere cevapta ROT’lar ile MG’nin arasinda fonksiyon yoniinden bir benzerligin
oldugunu gostermistir (Hasanuzzaman vd., 2011a). Ayrica birgok arastirmada ROT ve
MG’lerin siipiiriilmesinde antioksidan ve glioksalaz yolagi enzimlerinin es gidiimli
uyarildigr veya diizenlendigi ve bitkilerde oksidatif strese karsi toleransta birlikte rol
oynadigi ileri stirilmistiir (Hasanuzzaman vd., 2012Db).

Sicaklik stresine toleransta rol oynayan diger bir grup ise ozmolitler olup, normal
metabolizmayr engellemeden bitkideki su durumunu korumak ig¢in hiicrenin su
potansiyelini artiran ozmoprotektan bilesikler olarak tanimlanirlar. Bu organik bilesikler,
hiicrelerdeki ozmotik ayarlamay1 diizenleyerek, bitkileri ROT kaynakli oksidatif stres
hasarlarindan korur ve ¢esitli stres faktorlerine karsi bitkinin hiicresel fonksiyonlarmin
devam etmesini saglarlar (Singh vd., 2017). Bu bilesiklerden en onemlileri prolin, sukroz,
polioller, trehaloz, glisin betain ve alanin betain gibi metabolitlerdir (Yancey, 1994).

Yiiksek sicaklik stres toleransinda anahtar bir rol oynayan diger bir bilesik absisik
asit (ABA) olup, bitkilerin biiylimesinde ve gelismesinde oldukca etkili bir bitki
hormonudur (Kumar vd., 2018). Absisik asit bitkilerin normal fizyolojik islevlerine ek
olarak gevresel stres kosullarinda da ¢ok onemli rol oynar (Sripinyowanich vd., 2013).
Stres altindaki bitkilerde ABA, gesitli yollar1 uyararak etkili olabilir. Ornegin, kuraklik ve
diisiik sicaklik altinda ABA’nin bitki hiicrelerinde ozmotik ayarlamay1 saglayan cesitli
ozmolit bilesiklerin sentezini uyardigi bulunmustur (Zhang vd., 2012). Ayrica yiiksek
sicaklik stresi altindaki bitki hiicrelerindeki tolerans, ABA tarafindan uyarilan ozmolit
biyosentezi ve birikimi ile iligskilendirilmistir (Ding vd., 2010; Kumar vd., 2012). Bu
konuda yapilan diger ¢alismalar ABA’nin, ozmolitlerin biyosentetik yolaklarin1 molekiiler
seviyede diizenleyen bir sinyal molekiili olarak gorev yaptigin1 gostermistir

(Sripinyowanich vd., 2013). Diger taraftan ABA’nin abiyotik stres kosullarinda stresle



iligkili bircok genin ifadesini artirarak, bitkilerin toleransina 6nemli katkilar yaptig1 da
kaydedilmistir (Lata ve Prasad, 2011).

Absisik asidin uyardig1 genlere ilave olarak mikroarray ve transkriptom analizleriyle
bitkilerde ¢ok sayida abiyotik strese duyarli gen dizisi tanimlanmistir (Nakashima vd.,
2009). Bu genler, enzim ve fonksiyonel proteinleri iireterek hiicreleri stresten
korumalarinin yanisira; diizenleyici proteinleri de sentezleyerek stres cevaplarini kontrol
ederler (Lata ve Prasad, 2011). Bu genlerden bazilar1 da transkripsiyon faktorleridir (TF).
Bitki genomunda, kodlanan dizilerinin yaklasik %7'si TF’lere aittir. Bunlarin ¢ogu sicaklik
stresi ile iliskili 1s1 sok faktorleri (HSF) familyasi gibi genellikle biiylik gen ailelerine aittir
(Baniwal vd, 2004). Is1 sok faktorleri bitkilerde 1s1 sok proteinleri (HSP) gibi strese cevap
veren genlerin ifadesini diizenleyerek bircok abiyotik strese cevapta énemli roller oynarlar
(Meng vd., 2016).

Yukarida agiklanmaya calisilan mekanizmalara sahip olan veya bu mekanizmalari
daha etkin kullanan bitkiler stres kosullarinda hayatta kalmada daha basarilidirlar. Nitekim
termofil bitkiler yiiksek sicaklikta daha kolay biiyiiyebilmekte ve ani sicaklik degisimlerine
karsi kendilerini koruyabilmektedir. Bu nedenle termofil bitkilerin sicakliga karsi
gelistirdikleri adaptasyon mekanizmalarinin yaninda genetik 6zelliklerinin de bilinmesi
onemlidir. Ayrica kiiresel sicakligin artmaya devam ettigi ve tarimsal verimi korumak i¢in
adaptasyon stratejilerinin gelistirilmesine acil bir ihtiya¢c oldugu giinlimiizde, yliksek
sicakligin bitki fizyolojisi, biiylimesi ve gelisimi tizerindeki etkilerinin daha iy1 anlagilmasi
gerekmektedir. Dolayisiyla termofil bitkilerin sicaklik stresine kars1 gelistirdigi
mekanizmalar {izerine yapilan arastirma sonuclari, sicakliga dayanikli bitkilerin
yetistirilmesi ile 1ilgili caligmalar i¢in Onemli goriilmektedir. Termofil bitkilerin
habitatlarinda yasamini siirdiirebildigi toprak sicakliklar1 ile ilgili literatiirde bazi
calismalar mevcuttur. Ornegin  Yeni Zelanda’da endemik termofil Cyclosorus
interruptus’un ve Kunzea robusta’nin 68 °C, Campylopus pyriformis’un ise ortalama 72
°C toprak sicakliginda yasayan yiiksek sicakliga toleransli bitkiler oldugu rapor edilmistir
(Lange, 2014; Smale and Fitzgerald, 2015). Tercek vd. (2003) ise sicakliga adapte olmus
termofil Agrostis scabra’nin toprak sicakliginin 45 °C’ye kadar olan jeotermal alanlarda
yayilis gosterdigini kaydetmislerdir.

Yukaridaki c¢aligmalar bitkilerin dogal ortamlarinda yapilmistir. Bununla birlikte
laboratuvar kosullarinda topraktan sicaklik uygulamasi yapilmis ¢alismalar da literatiirde

bulunmaktadir. Ornegin Rachmilevitch vd. (2006) Agrostis tiirlerinde 24 saat boyunca



20°C (dusik sicaklik) ve 37°C’ye (sicaklik stresi) maruz birakarak, gaz degisim
parametreleri, kok ve siirgiin gelisimlerindeki degisimleri rapor etmislerdir. Diger bir
calismada da Du ve Tachibana, (1994) 6 giinliik toprak sicakliklarinin (35-38°C) salatalik
fidelerinde kok kuru agirligini ve yaprak alanindaki degisimleri rapor etmislerdir. Ayrica
yapilan atmosferik sicaklik denemelerinde de sicaklifa toleranshi ¢eltik (Oryza
meridionalis) maksimum olarak 45°C’de 24 saat tutularak bitkideki fizyolojik ve
molekiiler degisimler arastirilmistir (Scafaro vd., 2010). Rani vd. (2016) ise 45°C’de
Brassica juncea’da sicakliga toleransli (BPR-542-6), sicakliga duyarli (NPJ-119)
genotiplerinde SOD, POX, CAT, APX ve GR aktivitelerini belirleyerek bitkiler arasindaki
farkliliklar1 ortaya koymuslardir. Baska bir ¢alismada da, Kumar vd. (2012), 40/45°C’de
yetistirilen Zea mays ve Oryza sativa bitkilerinde CAT, APX ve GR gibi enzimatik, AsA
ve GSH gibi enzimatik olmayan antioksidan sistem cevaplarini karsilagtirmali olarak
arastirmiglardir. Benzer olarak Hasanuzzam vd.’nin (2013) Triticum aestivum bitkisinde
yaptig1 bir ¢aligmada sicaklik uygulamasinin (38°C, 24 ve 48 sa) APX, GR, GPX, GST
aktivitelerini arttirdigt bulunmustur. Diger taraftan sicakliga toleransli Fragaria X
ananassa kiiltivarlart ile yapilan ¢alismalarda da kademeli sicaklik artiglart ile 35°C’den
60°C’ye kadar cikilarak iyon sizintisi, H202 igerigi ve peroksidaz  aktivitesindeki
degisimler belirlenmistir (Ergin vd., 2012).

Yukarida bahsedilen yiiksek sicaklik denemelerinin genellikle atmosferik sicaklik
uygulamalar1 seklinde yapildigi, toprak sicaklik denemelerinin olduk¢a smirli oldugu
goriilmektedir. Ayrica laboratuvar kosullarinda bitkilerde 65°C’nin {izerinde ve uzun siireli
bir sicaklik uygulamasina literatiirde rastlanilmamigtir. Diger taraftan asini yiiksek
sicakliklarda yasayan bitkilerde hangi tolerans mekanizmalarinin gérev yaptigi konusunda
da yeterli bilgi literatiirde mevcut degildir.

Literatiirdeki yukarida belirtilen bosluklar1 doldurmak amaciyla arastirmamizda
endemik ve termofil bir bitki olan H. thermophilum bitkisi se¢ilmistir. Cigekli bir bitki olan
H. thermophilum’un dogal ve laboratuvar kosullarinda 65°C toprak sicakliginda oldukg¢a
iyi bir biiylime sergiledigi belirlenmistir (Tan vd, 2008; Goren vd., 2008; Yildirim vd.,
2016; Konar, 2016; Oztiirk, 2018; TUBITAK-114Z336, 2019). Bununla birlikte
laboratuvar kosullarinda bitkinin tolere edebildigi maksimum toprak sicakliginin
belirlendigi ve asir1 yiiksek toprak sicakligina (80+£5°C) karsi gelistirdigi tolerans
mekanizmasinin morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler yonden ayrintili

arastirildig1 herhangi bir ¢aligmaya literatiirde rastlanilmamustir.
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Mevcut ¢alismada laboratuvar kosullarinda H. thermophilum’un maksimum
yasayabildigi toprak sicakliginin belirlenmesi ve asir1 yiiksek toprak sicakligina karsi
gelistirdigi tolerans mekanizmasi/mekanizmalarmin detayli bir sekilde agiga ¢ikarilmasi
amaglanmistir. Bu amaca ulasmak icin bu tez kapsaminda asagidaki hipotezlere cevap
aranmistir:

1. H. thermophilum bitkisi 80+5°C toprak sicakliginda uzun siire canli kalabilir. Bu
hipotezi test etmek i¢in yaprak ylizey sicakliklari, slirglin ve kok uzunluklari, siirglin kuru
ve yas agirligi gibi bazi morfolojik degisimler ile yaprak su potansiyeli, stoma iletkenligi
ve TBARS, H;0,, 027, MG gibi reaktif bilesiklerin analizi yapilmistir.

2. H. thermophilum’un yiiksek toprak sicakligina toleransinda antioksidan ve
glioksalaz mekanizmalar1 rol oynar. Bu hipotezi test etmek i¢in SOD, CAT, APX, GPX,
GR, MDHAR, DHAR aktivitesine ve glioksalaz sitem enzimlerine (glioksalaz | ve
glioksalaz 1), AsA, GSH, karotenoid gibi enzimatik olmayan antioksidan bilesiklerdeki
degisimler belirlenmistir.

3. H. thermophilum’un yiiksek toprak sicakligina toleransinda ozmolit bilesiklerin de
rolii vardir. Bu hipotezi test etmek i¢in, prolin, glisin-betain, toplam ¢oziinebilir seker gibi
ozmolit birikimleri tayin edilmistir.

4. H. thermophilum’un yiiksek toprak sicakligina toleransinda absisik asit onemli
role sahiptir. Bu hipotezi test etmek i¢in ABA miktarindaki degisimlere bakilmistir.

5. H. thermophilum’un yiiksek toprak sicakligina toleransta bazi molekiiler
mekanizmalar da uyarilir. Bu hipotezi test etmek icin qRT-PCR ile sicaklik sok faktor
(HSF) genlerinin ifade diizeyleri ve western blot ile baz1 antioksidan enzimlerin (FeSOD,

CAT, GPX, GR) protein miktarlar1 belirlenmistir.

1.2. Stres ve Stres Cesitleri

Canlilarda normal sistemin fonksiyonlarini inhibe etme egiliminde olan olumsuz
etkiler ya da kuvvetler stres olarak tanimlanir (Kadioglu, 2011). Bitkiler, biyotik ve
abiyotik olmak iizere c¢esitli stres faktorlerine maruz kalirlar. Abiyotik stres faktorler
arasinda, soguk, sicak, kuraklik, tuzluluk, su fazlaligi, radyasyon, cesitli kimyasallar,
oksidatif stres, rlizgar ve besin yetersizligi; biyotik stres faktorler arasinda da, viriis,
bakteri, fungus, bocekler ve diger herbivorlar gosterilmektedir. Biitiin bu faktorler,

bitkilerin gelisim siirecini, hayatta kalmasini, biyokiitle iiretimini ve dolayisi ile verimini



olumsuz yonde etkilerler. Bu stres tiplerinin etkileri birbirleri ile iligkilidir. Ornegin yiiksek
sicakliga dayaniklilik, genellikle onunla birlikte olusan kuraklik kosullarina dayanikliliga
baghdir. Benzer sekilde donmaya dayaniklilik, dokunun dehidrasyona dayanikliligi ile
onemli derecede baglantilidir (Hale ve Orcutt, 1987).

1.3. Yiiksek Sicakhik Stresi

Yiiksek sicaklik stresi genellikle, bitki biiylimesinde ve gelisiminde geri doniisi
olmayan bir hasara neden olan ve belirli bir siire boyunca esik seviyesinin iizerindeki
sicaklik artig1 olarak tanimlanir. Genel olarak, ortam sicakligindaki 10-15°C’lik gegici bir
yiikselme, sicaklik soku veya yliksek sicaklik stresi olarak kabul edilir. Sicakliktaki artiglar
bitkilerde, biliylime ve gelisimi etkileyerek, tarimsal verimde ciddi bir diisiise yol
acabilecek morfo-anatomik, fizyolojik ve biyokimyasal degisimlere neden olur (Peet ve
Willits, 1998).

Yiiksek sicaklik stresinin olumsuz etkileri, ¢esitli genetik yaklasimlar kullanilmasi ile
termotoleransli bitkiler gelistirilerek hafifletilebilir. Bunu gerceklestirmek icin bitkilerin
yiiksek sicakliga karst fizyolojik cevaplarinin, sicaklik tolerans mekanizmalarinin ve zirai
bitkilerde termotoleransin iyilestirilmesine yonelik olasi stratejilerin tam olarak anlagilmast
gerekir. Sicaklik stresi bitkilerin gelisim doénemlerinde farkli etkiler olusturabilir. Ornegin,
tohum ¢imlenmesi sirasinda, yiiksek sicaklik bitki tiirlerine ve stresin yogunluguna bagl
olarak ¢imlenmeyi yavaslatabilir. Daha sonraki asamalarda, yiiksek sicaklik fotosentezi,
solunumu, su iligkilerini ve membran stabilitesini olumsuz yonde etkiler, hormonlar ile
primer ve sekonder metabolitlerin seviyelerini degistirebilir. Ayrica, ¢esitli sicak sok
proteinlerinin, strese bagl diger proteinlerin ve ROT iiretiminin artmasi, sicak stresine
gosterilen Onemli cevaplar arasindadir. Bitkilerin yiiksek sicaklik stresiyle basa
cikabilmeleri i¢cin membran stabilitesinin  korunmasi, ROT’larin temizlenmesi
antioksidanlarin iiretimi, uyumlu ¢dziinenlerin birikimi ve ayarlanmasi, mitojenle aktive
olan protein kinazin (MAPK) ve kalsiyum bagimli protein kinazin (CDPK), indiiksiyonu
dahil olmak iizere ¢esitli mekanizmalarin harekete gecirilmesi gerekmektedir. Genetik
yaklagimlara ek olarak farkli ekzogenik uygulamalar ile bitkiler sicakliga karsi tolerans

gelistirebilirler (Wahid vd., 2007).



1.3.1. Yiiksek Sicakhgin Biiyiime Parametreleri Uzerine EtKisi

Tropik iklimlerde, asir1 miktarda radyasyon ve yiiksek sicaklik, genellikle bitki
bliylime ve gelisimini ve {iriin verimini sinirlandiran faktorlerdir. Yiiksek sicakliklar,
yapraklarda giines yaniklari, slirgiin ve kok biiylimesinin engellenmesi, meyvelerde renk
degisikligi ve verimin diismesi gibi hasat dncesi ve sonrast dnemli zararlara neden olabilir
(Vollenweider ve Gunthardt-Goerg, 2005). Benzer sekilde, sicaklik stresinin misir da dahil
olmak tizere bir¢ok zirai bitkide verim ve kuru madde iiretiminin azalmasinda en énemli
nedenlerden biri oldugu bildirilmistir (Giaveno ve Ferrero, 2003). Bitkilerin yiiksek
sicakliklara karsi hassasiyeti, vejetatif ve tiireme gibi bitki gelisim asamasina gore
degiskenlik gosterir. Ornegin vejetatif asamada, yiiksek giin sicaklig1 yaprak transpirasyon
hizin1 etkileyerek bitkilerde su kaybina, iireme asamasinda ise kisa siireli bir sicaklik stresi
cicek tomurcuklarinin absisyonunda 6nemli artislara neden olabilir. Zirai bitkiler sicaklikta
sadece minimum artislar1 tolere edebilirler. Ancak sicakliktaki artis ¢igeklenme asamasinda
ise dollenme ve tohum iiretimine zarar verebilir ve bdylece meyve veriminde azalmalar
meydana gelir (Sato vd., 2006). Ayrica, dane dolumu sirasinda yliksek sicakliklar bugday
gibi tahil {riinlerinde protein igerigindeki degisimler de dahil olmak iizere diger fiziko-
kimyasal 6zelliklerini degistirerek un ve ekmek kalitesini diisiirebilir (Wardlaw vd., 2002).
Bu nedenle, yiiksek sicakliklar altinda mahsul iiretimi i¢in, bitkilerin sicaklik stresine en
hassas olan gelisim asamalarin1 ve bitki siireglerini bilmek onemlidir. Bu tiir bilgiler, zirai
bitkilerin sicaklik tolerans durumunun belirlenmesinde Onemlidir. Yiiksek sicakliklar
internod uzunlugunda ciddi bir azalma meydana getirir. Boylece siirgiin biiyiimesi olumsuz

etkilenerek, bitkilerin erken 6liimiine sebep olur (Hall, 1992).

1.3.2. Yiiksek Sicakhgin Membran Hasar1 Uzerine Etkisi

Sicaklik stresi lipid peroksidasyonuna bagli olarak membran hasarinda artisa neden
olur (Amirjani, 2012). Bitkilerde stres etkisiyle olusan serbest radikaller bitki hiicrelerinde
lipid peroksidasyonunu baslatabilir (Thompson vd., 1987). Oksidatif stresin bir sonucu
olarak gerceklesen lipid peroksidasyonu, tiyobarbiitirik asit reaktifleri (TBARS) icerigi
Olgiilerek belirlenir ve membran hasari hakkinda bilgi verir. Artan TBARS membran
akigkanligi, iyon tasinmasi, enzim aktivitelerinin kaybi gibi biyolojik membranlarin

yapisinda degisiklikler meydana getirir ve bu degisiklikler sonucunda hiicre 6liimleri



gerceklesir (Sharma vd., 2012). Lipid peroksidasyonu normal sartlar altinda dogal bir
metabolik islem olup, membran yapist ve fonksiyonundaki ROT’larin etkisi en ¢ok
arastirilan konulardan birisidir (Blokhina vd., 2003). Diger bir deyisle, ROT seviyeleri
bitkinin antioksidan temizleme kapasitesinin azaldig1 durumlarda, biyolojik membranlarda
lipid peroksidasyonunu artirir, bdylece hiicrenin fizyolojik siirecleri ciddi anlamda
etkilenir. Soyle ki 6zellikle SOD ve peroksidaz gibi bazi antioksidan enzim aktivitelerinin
yiiksek seviyede seyretmesini lipid peroksidasyonunun diisiik seviyede tutmaktadir (Fu ve
Huang, 2001). Stres altinda lipidlerin oksidasyonu kat ve kat artabilir. Ornegin sicaklik

stresi seker kamist yapraklarinda (Smirnoff, 1993) lipid peroksidasyonunu artirmistir.

1.3.3. Yiiksek Sicakh@in Su Durumu Uzerine Etkisi

Yaprak su potansiyeli, nispi su igerigi, stomatal direng, transpirasyon orani, yaprak
sicakligt ve kanopi sicakligi stres altindaki bitkilerde su durumu hakkinda bilgi veren
parametrelerdendir (Anjum vd., 2011). Yapilan aragtirmalarda gelisim agamasindaki misir
yapraklarinin su potansiyelinin -0,6 ile -0,7 MPa’dan diisiik olmamas1 gerekmektedir
(Padurariu vd., 1969). Transpirasyon yaprak su potansiyeline en fazla etki eden olaylardan
birisidir. Ayrica toprak su durumuna bagl olarak yaprak su igeriginin azaldigi ve su
durumundaki bu azalmalarin gesitli ekzogenik uygulamalarla giderildigi de bilinmektedir.
Degisen ortam sicakliklarindan etkilenen en 6nemli degiskenlerden birisi olan bitki su
durumu nemin bol oldugu kosullarda muhafaza edilir. Bununla birlikte, yiliksek sicakliklar,
su kullanimini sinirlandirdiginda bitki su durumu ciddi bir sekilde bozulur (Machado ve
Paulsen, 2001; Mazorra vd., 2002). Tarla kosullarinda yiiksek sicaklik stresi genellikle su
miktarmin azalmasma neden olur (Simoes-Araujo vd., 2003). Ornegin, Lotus creticus'ta,
yiksek gece sicakliklari, stresli olmayan bitkilerle karsilastirildiginda yaprak su
potansiyelinde daha biiyiik bir azalmaya sebebiyet vermistir (Anon vd., 2004). Seker
kamisinda da toprak suyu ve bagil nem kosullar1t normal olmasina ragmen, sicaklik stresine
maruz kaldiginda kok hidrolik iletkenligini etkileyerek yaprak su potansiyeli azalmistir
(Wahid ve Close, 2007). Benzer olarak, sicaklik stresi altindaki domateste yaprak su
iliskileri ve kok hidrolik iletkenliginin bozuldugu rapor edilmistir (Morales vd., 2003).



1.3.4. Yiiksek Sicakhgin Oksidatif Stres Uzerine Etkisi

Oksidatif stres, farkli streslerin ortak bir metabolik yolu olarak bilinir (Apel ve Hirt.,
2004). Bitkilerde oksidatif stresin diizenlenmesi, abiyotik stres toleransinin bir gostergesi
olarak kabul edilir (Hasanuzzaman vd., 2012). Yapilan bazi g¢aligsmalar, abiyotik stres
altinda serbest radikallerin ve ROT iiretiminin belirgin sekilde arttigin1 gdstermistir
(Hasanuzzaman vd., 2011). Sicaklik stresi, singlet oksijen (1O2), siiperoksit radikali (O27),
hidrojen peroksit (H202) ve hidroksil radikali (OH") gibi ROT’larin iiretimini hizlandirir ve
boylece oksidatif stres uyarilir (Mittler vd., 2002). Bitki hiicrelerinde ROT’lar genel olarak
tim organellerde, oOzellikle kloroplast, mitokondri ve peroksizomlarda aerobik
metabolizmanin bir sonucu olarak tretilir. Ancak kloroplast, bitkilerde ROT'un ana
kaynag1 olarak kabul edilir (Apel ve Hirt., 2004; Sharma vd., 2012). Reaktif oksijen tiirleri,
membran lipidlerinin ve pigmentlerinin otokatalitik peroksidasyonuna ve bdylece
membran gecirgenliginin kaybina ve hiicre fonksiyonlarin degismesine neden olur (Xu
vd., 2006). Sicaklik stresi sirasinda, ROT seviyesi carpict bir sekilde artabilir ve bu da
hiicre yapisina énemli Glglide zarar verebilir (Mittler, 2004). Vallelian-Bindschedler vd.
(1998), c¢ok kisa sicaklik uygulamalarinin bile Oz ve / veya H.O2'nin oksidatif
patlamalarina neden olabilecegini bildirmislerdir. Sicaklik stresi, hiicrenin homeostatik
dengesini bozabilir ve ROT’larin {iretimini artirarak veya hiicrede O2 radikal temizleme
kabiliyetini azaltarak lipid peroksidasyonunu uyarabilir (Bowler vd., 1992). Bir¢ok
aragtirmaci tarafindan yiiksek sicaklik stresi nedeniyle lipid peroksidasyonunda ciddi bir

artis oldugu bildirilmistir (Hasanuzzaman vd., 2012).

1.4. Reaktif Oksijen Tiirleri

1.4.1. Singlet Oksijen

Singlet oksijen (*O.), fotoinhibisyon ve kloroplastlardaki fotosistem II’nin elektron
transfer reaksiyonlari sirasinda olusur. Singlet oksijen radikali proteinleri, ¢oklu doymamis
yag asitlerini ve DNA'y1 dogrudan okside eder (Karuppanapandian vd., 2011). Hiicre
Oliimiini tetikleyebilen 1518a bagli fotosistem II aktivitesinin kaybindan sorumlu en 6nemli

radikal oldugu ileri siiriilmiistiir (Krieger-Liszkay, 2005). 1O, nin zararh etkileri B-karoten,
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o-tokoferol ile veya fotosistem II'nin D1 proteini ile reaksiyona girmesiyle yatigtirilabilir
(Krieger-Liszkay, 2008).

1.4.2. Siiperoksit Anyonu

Kararsiz bir yapiya sahip olan siiperoksit radikali (O2"") kloroplastlarda fotosistem I
ve Il’de elektron tasima sisteminde gorev alan molekiiler oksijenin (O2) bir¢ok
fotooksidasyon reaksiyonlarinda (flavoprotein, redoks dongiisii) olusur. Ayrica Mehler
reaksiyonunda, mitokondriyal ETS reaksiyonlarinda, glikoksizomal foto-solunumunda,
plazma membranlarinda NADPH oksidaz ve ksantin oksidaz ve membran polipeptitlerinde
bir elektron transferi sonucu indirgenmesi ile meydana gelir (Halliwell, 1999). Siiperoksit
radikali molekiiler oksijenin ferrodoksin (Fdind) araciligi ile indirgenmesi sonucunda

asagidaki tepkimeyle olusur (Mehler, 1951).

202+2Fd red e ZO '_+2Fdox

Normal metabolik kosullarda hiicrelerde {iretilen siiperoksit, oksitleyici veya
indirgeyici olarak gorev alabilir. Oksijenden daha oksitleyici giice sahip olan siliperoksit bir
elektron daha alarak peroksit anyonuna indirgenir. Aerobik canlilarda O2’lerin H202’e
doniistiiriilmesi ¢ok yiiksek katalitik aktiviteye sahip bir enzim olan siiperoksit dismutaz
(SOD) tarafindan gergeklestirilir. Aym1 zamanda siiperoksit, hafif asidik kosullarda SOD
olmadan kendiliginden de H202’e ¢evrilebilir. SOD enziminin yiiksek katalitik etkisi
nedeniyle hiicrelerde asir1 Oz birikimine miisaade edilmez. Ancak ¢esitli cevresel stres
altinda siiperoksit yapiminin artmastiyla siiperokside dzgii tepkimeler gerceklesir. Ornegin,
stiperoksit radikali metal iyonlarini indirgeyerek bagli oldugu proteinlerden metallerin

salinim1 gergeklesebilir (Harbinson ve Hedley 1993).

1.4.3. Hidrojen Peroksit

H20:, stressiz kosullarda iiretilebilecegi gibi, kuraklik, yiiksek ve diistik sicaklik,
UV 1simasi, yogun 1s1ga maruz kalma, yaralanma ve patojenler gibi ¢ok ¢esitli stresli
kosullarda da iretilir. Kloroplast, mitokondri, endoplazmik retikulum ve plazma

membraninin elektron tagima reaksiyonlari, yag asidinin -oksidasyonu ve fotorespirasyon,
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bitki hiicrelerinde H202 olusumunun esas kaynaklaridir (Mittler ve Zilinskas, 1991). H20>
diger oksijen radikallerinin aksine eslenmemis -elektronlar ihtiva etmez, biyolojik
membranlar1 kolayca gecebilir ve dolayisiyla olustugu bdlgeden uzakta bile oksidatif
hasara neden olabilir. H2O2, membranlardaki akuaporinlerden ve hiicre i¢indeki daha uzun
mesafelerden yayilabilen tek ROT oldugundan ve diger ROT'lar ile karsilagtirildiginda
nispeten stabil oldugundan, belirli biyolojik islemlerin diizenlenmesinde yer alan bir sinyal
molekiilii olarak islev goriir (Zaefyzadeh vd., 2009). Aym1 zamanda H»O» diisiik
konsantrasyonlarda cesitli ¢evresel streslere karsi toleransi uyarmada etkin iken yiiksek
konsantrasyonlarda toksik etkilere sahiptir (Mittler ve Zilinskas, 1991). Hidrojen
peroksidin toksik bir bilesik olarak bilinmesinin asil nedeni, demir, bakir gibi metal
iyonlarinin varliginda OH™ radikalinin onciil bir molekiilii olmasindan kaynaklanir. H202
ozellikle proteinlerdeki hem grubunda bulunan demir ile tepkimeye girerek yliksek
oksidasyon diizeyinde reaktif demir formlarini olusturur. Bu formdaki demir ¢ok giiglii
oksitleyici 0zelliklere sahip olup, hiicre zarinda lipid peroksidasyonu gibi radikal
tepkimeleri baslatabilir. Bu 6zelligi nedeniyle biyolojik sistemlerde olusan H2O2’nin derhal
ortamdan uzaklagtirilmasi: gerekir. SOD enziminin katalizorligii ile hidrojen peroksit

olusumu asagidaki reaksiyon ile ger¢eklesir (Asada vd., 1974).

20, "+ 2H* S H,0, + O,

1.4.4. Hidroksil Radikali

Hidroksil radikali (OH’) hiicredeki en reaktif oksidanlardandir. Pigmentler,
proteinler, lipidler ve DNA gibi tiim biyomolekiiller ve hemen hemen tiim hiicre bilesenleri
ile potansiyel olarak reaksiyona girebilir (Halliwell, 1999). Asir1 miktarda iiretildiginde ise
hiicrelerin 6liimiine sebep olabilir. Hidroksil radikali H202 ve O2” anyonunun metal
iyonlar1 varliginda Haber-Weiss (Cu*, Cu?* Fe?* Fe®") veya fenton (Fe?* ve diger gecis
metalleri; Cu, Zn, Mn, Cr, Co, Ni, Mo) reaksiyonu ile olusur (Smirnoff 1993).
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1.5. Yiiksek Sicakhik Stresine Kars1 Bitki Adaptasyonu

Canl1 organizmalar, tercih ettikleri biiylime sicakliklarina bagl olarak diisiik sicaklik
araliklarinda (0 ile 10°C) iyi biiyiiyebilenler psikrofil, orta dereceli sicaklik (10 ile 30°C)
arasinda iyi biiyiiyebilenler mezofil, 30 ile 65°C arasinda sicakliklarda (30 ile 65°C veya
daha yiiksek) bityiiyebilenler ise termofil olarak adlandirilirlar (Zrobek-Sokolnik, 2012).
Bitki tiirleri sicaklik stresine verdikleri cevap ve tolerans bakimindan biyiik farkliliklar
gosterirler. Sicaklik stresine karsi bitkilerin gelistirdigi adaptasyon kaginma ve tolerans

gibi mekanizmalar ile saglanir (Fitter ve Hay, 2002, Sekil 1).

Yiiksek
Sicakhga
Adaptasyon

Sakimim Tolerans
* Yaprak konumu * Ozmoprotektanlar
degistirme
» Antioksidan
* Transpirasyonel savunma
sogutma
» Stres
* Yaprak kivrilmasi proteinlerinin
ekspresyonu
* Membran lipid
kompozisyonu * Sinyal kaskatlart
degisimi ve transkripsiyonel
kontrol

\° Erken olgunlagsma / \ /

Sekil 1. Bitkilerin ytiksek sicakliklara farkli adaptasyon mekanizmalari
(Fitter ve Hay, 2002)

1.5.1. Yiiksek Sicakliktan Sakinma Mekanizmalari

Yiiksek sicaklik altindaki bitkiler, hayatta kalmak i¢in uzun vadeli evrimsel fenolojik
ve morfolojik adaptasyonlarin yanisira yaprak konumu degistirme, transpirasyonel
sogutma, membran lipid bilesiminin degistirilmesi gibi kisa silireli kaginma veya

aklimasyon mekanizmalarini kullanirlar. Ayrica yiiksek sicaklik stresi kosullarinda
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stomalarin kapatilmasi ve su kaybinin azaltilmasi da bitkideki yaygin olarak ortaya ¢ikan
ozelliklerdendir (Srivastava vd., 2012). Bir¢ok tiir, yilin en sicak donemlerinde yasam
periyodlarmi1 devam ettirebilmek icin kacis mekanizmasi gelistirmistir. Ornegin birgok
zirai bitkide kagis mekanizmasi olarak bilinen erken olgunlagma, sicaklik stresi altindaki
verim kayiplarin1 azaltmak i¢in bagvurulan bir yoldur (Rodriguez vd., 2005). Ayrica sicak
bir iklimde yetisen bitkiler, glines isinlarinin emilimini azaltarak sicaklik stresinden
kaciirlar. Bu o0zellik, yaprak yilizeyinde kalin bir ylizey olusturan kiigiik tiiyler ve
koruyucu mumlu ortiinlin varligr ile desteklenir. Diger taraftan kiigiik yaprakli bitkilerin
sicaklik stresinden etkilenmeleri biiyiik yaprakli bitkilere oranla daha azdir. Cilinkii kiigiik
yaprakli bitkiler biiyiik yaprakli bitkilere oranla 1s1y1 ortama daha hizli yayarlar. Bunlara
ilave olarak bitkiler, terlemeyi konrol altina almak icin anatomik ve fizyolojik
adaptasyonlar gelistirirler. Ornegin nemli bolgelerde yasayan bitkilerde meydana gelen
yiiksek transpirasyon, yaprak sicakligini ortam sicakligindan 6°C hatta 10—15°C daha
diisiik tutarak, yapraklar sicaklik stresinden korurlar. Yiiksek sicaklik, bircok bitkide
yaprak kivrilma derecesini de etkileyebilir. Ornegin, sicaklik stresi altindaki bugday

bitkisinde yaprak kivrilmasi su metabolizmasinin etkinligini artirmistir (Sarieva vd., 2010).

1.5.2. Yiiksek Sicakhiga Tolerans Mekanizmalar:

Sicaklik toleransi bitkinin genellikle sicaklik stresi altinda biiyiimesi ve ekonomik
olarak verimli olmasi olarak tanimlanir. Sicaklik tolerans: spesifik bir 6zellik olup, yakin
iligkili tiirler arasinda, ayni bitkinin farkli organlar1 ve hatta dokularinda bile 6nemli dl¢iide
degisiklikler gosterebilir (Hasanuzzman vd., 2013).

Bitkiler, uzun siireli yiiksek sicakliklar altinda gelisebilmek igin gesitli mekanizmalar
gelistirmislerdir. Bu mekanizmalara 6rnek olarak, iyon tasiyicilari, ge¢ embriyogenez
bolluk (LEA) proteinleri, ozmoprotektanlar, antioksidan savunma ve sinyal kaskadlarinda
ve transkripsiyonel kontrolde rol oynayan faktorler verilebilir (Rodriguez vd., 2005). Ani
sicaklik stresi durumunda ise yaprak konum degisimi, transpirasyonel sogutma ve
membran lipid bilesimindeki degisiklikler gibi kisa siireli sakinma cevaplar bitkilerin
hayatta kalmasi i¢in olduk¢a onemlidir (Rodriguez vd., 2005). Ayrica kagis mekanizmasi
olarak adlandirilan ve yaz aylarinda erken olgunlagsma sonucu daha az verim kayiplarinin
olmas1 diger bir sicaklik stresi sakinim mekanizmasidir (Adams vd., 2001). Iyonik ve

ozmotik etki veya membran akiskanligindaki dengenin bozulmasi bir stres sinyali olarak
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algilanabilir. Tolerans mekanizmalar1 da bu dengenin yeniden kurulmasina ve hasar

gérmiis proteinlerin, membranlarin korunmasina ve onarilmasina yardimci olur (Vinocur

ve Altman, 2005).

15.2.1. Antioksidan Sistem

Bitkiler, ROT’larin zararli etkilerini en aza indirgemek i¢in cesitli enzimatik ve
enzimatik olmayan savunma sistemlerine sahiptir. Enzimatik olanlara 6rnek olarak: katalaz
(CAT), askorbat peroksidaz (APX), monodehidroaskorbat rediiktaz (MDHAR),
dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR), glutatyon S-transferaz (GST), glutatyon reduktaz (GR),
glutatyon peroksidaz (GPX), stiperoksit dismutaz (SOD), enzimatik olmayanlara ise
askorbat (AsA), glutatyon (GSH), tokoferoller, karotenoidler verilebilir. Antioksidanlar
hiicresel hasar ve dliimle sonuglanan ROT iiretimini sinirlandirmak siipiiriicti olarak etki
ederler. Bitkilerde sicaklik stresine tolerans ile antioksidanlardaki artis arasinda pozitif bir
iliskili oldugunu gosteren ¢ok sayida galismalar mevcuttur (Zhao vd., 2009). Yiiksek
sicaklik stresi altinda bitkilerin enzimatik olmayan bilesikleri biriktigi ve enzimatik

antioksidan aktivitelerini arttirdigi bulunmustur (Lin vd., 2010; Soengas vd., 2018).

1.5.2.1.1. Siiperoksit Dismutaz

Metalloenzim siiperoksit dismutaz, Oz 'yi H202'ye doniistiiren reaksiyonu katalizler.
Aktif bolgelerindeki metal iyonuna gore SOD; bakir ve ¢inko (Cu / Zn SOD), manganez
(MnSOD) veya demir (FeSOD) olarak smiflandirilir. Merkezinde aktif Ni bulunan bir
bagka SOD tipi Streptomyces'te kesfedilmistir (Kim vd., 1996). Cu / ZnSOD, bitki
hiicresinin sitozol ve kloroplastinda, MnSOD mitokondri ve peroksizomlarin matrisinde
bulunur. Ayrica Zea mays’in (misir) altt SOD izoenzimi igerdigi bulunmustur (Scandalios,
1993). Yapilan ¢alismalarda; SOD’larin ifadesindeki artiglarin biyotik ve abiyotik strese
bagl olusan oksidatif stresle basa ¢cikmada ve bitkilerin stres kosullar altinda canliliklarini
siirdiirmede &nemli rollerinin oldugu ileri siiriilmiistiir. Ornegin, ¢esitli stres kosullari
altinda Morus alba L. (dut), Cicer arietinum L. (nohut) ve Lycopersicon esculentum
(domates) gibi bir¢ok bitkide gerceklestirilen caligmalarda SOD aktivitesinde meydana
gelen artislarin oksidatif stres ile bagsetmede etkili oldugu bulunmustur (Attia vd., 2009).
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1.5.2.1.2. Askorbat Peroksidaz

Askorbat peroksidaz (APX), AsA-GSH dongiisiiniin merkezi bir bilesenidir ve hiicre
ici ROT seviyelerinin kontroliinde 6nemli bir rol oynar. Katalaz (CAT), peroksizomlardaki
H20.'yi agirlikli olarak temizlerken, APX de sitozol ve kloroplastta aym islevi goriir.
Soyleki APX, indirgeyici madde olarak Askorbik Asit (AsA) kullanarak H2O2'yi H2O ve
DHA'ya diisiiriir. Yiiksek bitkilerde amino asit sekanslarina dayanarak, APX'in kimyasal
ve enzimatik olarak belirgin bes izoenzimi sitozolik, mitokondriyal, peroksizomal ve
kloroplastik (stromal ve thylakoidal) gibi farkli hiicre ici lokalizasyonda bulunmustur
(Sharma ve Dubey, 2004).

1.5.2.1.3. Katalaz

Antioksidan enzimler arasinda, kesfedilen ve karakterize edilen ilk enzim katalazdir
(CAT). Peroksizomlarda bulunan hidrojen peroksit (H202) molekiiliiniin su ve oksijene
ayrismasini katalize eden ve tetramerik hem grubu iceren bir enzimdir. Yag asitlerinin [3-
oksidasyonu, fotorespirasyon, piirin katabolizmast ve oksidatif stres nedeniyle
peroksizomlar H>O; iiretiminin ana bolgeleridir (Mittler, 2002). Ancak son zamanlarda her
ne kadar CAT’in sitozol, kloroplast ve mitokondri gibi diger hiicresel boliimlerde
bulundugu rapor edilse de, bu boliimlerde CAT aktivitesinin heniiz goriilmedigi rapor

edilmistir (Mhamdi vd., 2010).

1.5.2.1.4. Glutatyon Peroksidaz

Glutatyon peroksidaz, stresli ve stressiz kosularda asir1 biriken H2O>'yi temizleyen,
40-50 kDa agirligindaki monomerlerden olusan ve hem grubu igeren bir enzimdir.
Glutatyon peroksidaz oksidatif strese karsi bitkileri korumada gorevlidir. Arabidopsis’in
cesitli organellerinde tanimlanmis yedi proteinden olusmus (AtGPX1-AtGPX7) genis bir
GPX ailesi belirlenmistir (Millar, 2003). Ayrica stresli kosullarda GPX’in Lycopersicon
esculentum, Capsicum annuum L., Pisum sativum gibi bir¢ok bitkide koruyucu rolii oldugu
da bulunmustur (Dixit vd., 2001; Leisinger vd., 2001).
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1.5.2.1.5. Monodehidroaskorbat Rediiktaz

Monodehidroaskorbat rediiktaz, NADPH’1 indirgeyici madde olarak kullanarak
MDHA’dan askorbik aside (AsA) doniisiimiinden sorumlu olup, hiicresel AsA havuzunun
yenilenmesini saglar. MDHAR, askorbik asiti yenilediginden, peroksizomlarda ve
mitokondrilerde APX ile birlikte bulunur. Kloroplast, mitokondri, peroksizom, sitozol ve
glisoksizomlarda smirli sayida MDHAR izoenzimin bulundugu tespit edilmistir (Mittler,
2002).

2MDHA + NADH — 2AA + NAD

1.5.2.1.6. Dehidroaskorbat Rediiktaz

Dehidroaskorbat, elektron vericisi olarak indirgenmis glutatyonu (GSH) kullanarak
dehidroaskorbati (DHA) AsA'ya indirger (Eltayeb vd., 2007). Dehidroaskorbat rediiktaz,
MDHAR gibi AsA havuzunu diizenleyen diger bir enzimdir. Dehidroaskorbat rediiktaz
tohumlarda, koklerde ve siirgiinlerde bol miktarda bulunur (Das ve Roychoudhury, 2014).

1.5.2.1.7. Glutatyon Rediiktaz

Glutatyon rediiktaz NADPH’1 indirgeyici olarak kullanarak GSSG’yi GSH’a
indirgeyen bir flavoprotein oksido rediiktazdir. Indirgenmis glutatyon (GSH),
monodehidroaskorbat ve dehidroaskorbattan askorbik asitin (AsA) yeniden olusumu igin
kullanilir. AsA-GSH dongiisiiniin 6nemli bir enzimi olan GR, yiiksek bir hiicresel GSH /
GSSG oranim1 korumak i¢in glutatyon disiilfit icerisinde bir disiilfit bag olusumunu
katalize eder. GSH, tiyol gruplarinin oksitlenmesini onlemek i¢in indirgeyici bir rol

oynayan diisiik molekiil agirlikli bir bilesiktir (Das ve Roychoudhury, 2014).

1.5.2.1.8. Askorbhik Asit

Askorbik asit en ¢ok calisilan ve en giiclii antioksidanlardan birisidir ve bir¢ok hiicre
tipinde, organellerde ve apoplasta bulunur (Smirnoff, 2000). Normal olarak indirgenmis

formda askorbat (AsA), askorbat havuzunun %90'm1 olusturur ve hiicre i¢i
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konsantrasyonu, sitozolde 20 mM, kloroplast stromasinda 20-300 mM arasinda degiskenlik
gosterir (Noctor ve Foyer, 1998). AsA'nin ¢ok cesitli enzimatik ve enzimatik olmayan
reaksiyonlarda elektron verici yetenegi, AsA'y1 en iyi ROT temizleyici bir bilesik yapar.
AsA, 02", OH" ve 'Oyi dogrudan temizleyebilir ve APX reaksiyonu yoluyla H20.'yi
H>O'ya doniistiiriir (Noctor ve Foyer, 1998). Kloroplastlarda AsA, viyoloksantin de-
epoksidaz’in bir kofaktorii olarak gorev yapar ve bdylece kloroplastlardaki asir1 enerjiyi
dagitmis olur (Smirnoft, 2000).

Icsel AsA bitkilerin biiyiime ve gelisimini diizenlemesinin yam sira, bitkilerde devam
eden metabolik siiregleri, H2O2'ye ve diger toksik oksijen tiirevlerine kars1 korur. AsA, esas
olarak indirgeyici olarak islev goriir ve bir¢ok serbest radikal tiirlinii temizler. Degisik
biyotik ve abiyotik stres kosullarinda Crocus sativus L., Arabidopsis thaliana L., Pisum
sativum L., Nicotiana. tabacum L., Phyllostachys nigra L., Hordeum vulgare ve daha pek
cok bitkide askorbik asit ile iligkili enzimlere ait gen ifade seviyelerinin arttig1 saptanmigtir

(Hollander-Czytko vd., 2005).

1.5.2.1.9. Glutatyon

Glutatyon kloroplast, mitokondri, ER, vakuol ve sitozol gibi hemen hemen tiim
hiicresel bilesenlerde meydana gelen ve ¢ok sayida fonksiyonu yerine getiren, bitki
dokularinda bol miktarda bulunan bir tripeptittir (Noctor ve Foyer, 1998). Oksitlenmis
formu (GSSG) ile birlikte GSH, hiicresel boliimlerde redoks dengesini korumada 6nemli
roller iistlenir (Foyer vd., 1997). Glutatyon bitkilerde oksidatif streste rolii olan en 6nemli
antioksidan bilesiklerden birisidir. GSH'nin antioksidan savunmadaki merkezi rolii, diger
bir suda ¢oziinebilir giiclii antioksidan olan askorbati, AsA-GSH dongiisii yoluyla yeniden
iiretme kabiliyetinden kaynaklanir (Noctor ve Foyer, 1998). Hiicresel GSH'nin
konsantrasyonu, antioksidan islev lizerinde biiyiik bir etkiye sahip olup, abiyotik stres
durumlarinda  6nemli  Olgiide  degisiklik  gosterebilir.  Ayrica  yiiksek GSH
konsantrasyonunun bitkilerin metal kaynakli oksidatif strese dayaniklilik kabiliyetleriyle
iliskili olduklar1 da bilinmektedir. Antioksidan 6zelligi disinda GSH’1n bitkilerin biiyliime
ve gelisimi ile ilgili olaylarda da merkezi bir role sahip oldugu bilinmektedir (Khan ve

Sing, 2008).
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1.5.2.1.10. Karotenoid

Karotenoidler, lipofilik antioksidanlar grubuna aittir ve c¢esitli ROT formlarimi
detoksifiye edebilirler (Young, 1991). Karotenoidler dogada 600’iin iizerinde ¢esidi olan
bitki ve mikroorganizmalarda bulunan pigmentlerdir. Bitkilerde karotenoidler goriiniir 151k
spektrumun 400 ila 550 nm arasindaki 15181 absorbe ederler ve yakaladigi enerjiyi klorofile
iletirler (Sieferman-Harms, 1987). Bir antioksidan olarak, oksidatif hasar1 engellemek ve
fotosentetik aygitini korumak igin 10,’yi temizlerler. Karotenoidler ayrica bitki gelisimini
ve biyotik / abiyotik stres cevaplarini diizenleyen sinyal molekiillerinin habercisi olarak da
gorev yaparlar (Vallabhaneni vd. 2008). Bitki metabolizmasinda oksidatif stres toleransini
da iceren bircok rolii olan bu antioksidanlarin yiiksek sicaklik kosullarinda Arabidopsis’te
artan oksidatif stres hasarlarinin yatigtirllmasinda etkili oldugu rapor edilmistir (Meiri vd.,
2010)

1.5.2.2. Metilglioksal

Metilglikoksal (MG; CH3COCHO) glikoliz, fotosentez, lipit peroksidasyonu ve
proteinlerin oksidatif degradasyonu dahil olmak {izere bir¢ok metabolik yolun yan iiriinii
olarak olusan bir bilesiktir. Bitkilerde MG iiretimi kendiliginden ve kag¢inilmaz olup,
abiyotik ve biyotik stresler altinda birikimi olduk¢a fazladir (Singh ve Dhaka, 2015).

MG iiretiminin ana yolunu hem normal hem de stres kosullarinda temel olarak
glikolitik yoldan tiretilen gliseraldehit-3-fosfat (GAP) ve dihidroksiaseton fosfat (DHAP)
trioz fosfat izomerlerinin kendiliginden (enzimatik olmayan) pargalanmasi ile olusur (Kaur
vd., 2014). Glikolitik kaynaklarin yani sira, keton bilesiklerinin ve sekerlerin kendiliginden
oksidasyonu, indirgen sekerler ve amino asitler arasindaki Maillard reaksiyonu, lipid
peroksidasyonu MG'nin enzimatik olmayan olusumuna da katkida bulunur (Sousa Silva
vd., 2013). Bitkiler MG'yi toksik olmayan veya daha az toksik molekiillere doniistiirmek
icin farkli enzimler gelistirirler ve boylece MG konsantrasyonu kontrol altina alinmis olur.
GSH’1 gerekliliklerine bagli olarak, MG-detoksifiye edici enzimler: GSH bagimhi ve GSH
bagimsiz olmak {iizere iki gruba ayrilir. GSH-bagimli glioksalaz yolu, glioksalaz 1 ve
glioksalaz 1I ile katalizlenen iki ardigik reaksiyondan olusur. ilk adimda MG ve GSH
arasinda bir reaksiyon gercekleserek hemitiyoasetal (HTA) olusur daha sonra olusan bu

bilesigin glioksalaz I ile S-D-laktoilglutatyona (SLG) doniisiimii saglanir. Ikinci asamada,
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glioksalaz II GSH molekiiliinii sisteme geri doniistiiriir ve D-laktat olusturmak i¢in, SLG'yi
hidrolize eder. Boylece bitkilerin MG detoksifikasyonu GSH homeostazinin muhafaza

edilmesine katki saglar (Singh ve Dhaka, 2015).

15.2.2.1. Glioksalaz Sistem ve Sicaklik Toleransi

Abiyotik ve biyotik stresler altinda, glioksilazlar farkli sekilde diizenlenir ve asirt
ifade edilmeleri sonucunda bitkiler, cesitli abiyotik streslere karsi daha yiiksek tolerans
saglar (Yadav vd., 2005a). Son zamanlarda glioksalaz sisteminin diizenleyici rolleri
bitkilerde abiyotik stres toleransi arastirmasinda biiyiik ilgi ¢ekmistir. Bitki glioksilaz
sistemin giiglii bir stres tolerans cevabi olusturmak i¢cin 6dnemli oldugu diigiiniilmektedir
(Sousa Silva vd., 2013). Yapilan birgok aragtirma, bitkilerde glioksilaz sisteminin stres
toleransinin  saglanmasinda ve oksidatif savunma sistemlerinin uyarilmasinda rol
oynadigim1 gostermistir (Yadav vd. 2005a). Ayrica i¢sel MG’nin, bir¢ok bitki tiiriinde
yiikksek ve diisiik sicaklik, tuzluluk, kuraklik, agir metal ve yiliksek 151k stresleri gibi
abiyotik stresler altinda yaklasik 2-6 kat arttig1 ve birikiminin temel stres yanitlari ile

yakindan iligkili oldugu kaydedilmistir (Yadav vd., 2005a)

1.5.2.3. Sicaklik Stresinin Ozmolit Biyosentezi ile Tliskisi

Tuzluluk, su eksikligi ve asir1 sicakliklar dahil olmak iizere, abiyotik stresler altinda
yetistirilen bitkilerde diisiik molekiil agirlikli ozmolitlerin birikimi, 6nemli tolerans
mekanizmalar1 arasinda gosterilir (Hare vd., 1998; Sakamoto ve Murata, 2000). Stres
altinda bitkilerin biriktirdigi ozmolitler; sekerler, seker alkolleri (polioller), prolin, glisin
betain, tigiinciil ve kuaterner amonyum bilesikleri ve tigiinciil siilfonyum gibi bilesiklerdir
(Sairam ve Tyagi, 2004). Yiiksek sicaklikta ozmolitlerin birikimi, hiicre su dengesini,
membran stabilitesini devam ettirerek ve hiicresel redoks potansiyeli tamponlayarak
ozmotik aktiviteyi diizenler ve boylece hiicresel yapilar korunmus olur (Farooq vd., 2008).
Bu tiir ¢oziinen maddelerin birikimi, asagida kisaca tarif edildigi gibi bitkilerin strese
toleransinin artmasina katkida bulunabilir.

Amfoterik bir kuaterner amin olan glisin betain (GB), tuzluluk veya ytiksek sicaklik

altindaki bitkilerde ¢6ziinen madde olarak 6nemli bir rol oynar (Sakamoto ve Murata,
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2002). Stres altinda GB'yi sentezleme kapasitesinin tiirden tiire farklilik gosterdigi ileri
siiriilmiistiir (Ashraf ve Foolad, 2007). Ornegin su eksikliginden veya yiiksek sicakliktan
etkilenen seker kamisinda yiiksek diizeyde GB birikimi oldugu rapor edilmistir (Wahid ve
Close, 2007). Ancak, Oriza sativa, Brassica spp., A. thaliana ve N. tabacum gibi bitki
tiirleri stres kosullarinda GB tiretmedigi bulunmustur (Sakamoto ve Murata, 2002). Glisin
betain gibi prolinin de daha yiiksek bitkilerde yaygin olarak bulundugu ve normal olarak
cevresel streslere cevap olarak yiiksek miktarlarda biriktirildigi bilinmektedir (Kavi
Kishore vd., 2005). Prolin ve GB gibi ¢dziinebilen maddelerin birikiminin fonksiyonel
onemini degerlendirirken, sicaklik ve diger cevresel stresler altindaki sentezinin hiicresel
redoks potansiyelini tamponladig rapor edilmistir. Benzer sekilde, sicaklik stresi altindaki
seker kamisinda sicaklik stresine tolerans i¢in c¢oziinebilir sekerlerin biriktirildigi rapor
edilmigtir (Wahid ve Close, 2007). Ayrica yliksek sicakliklarda, domates bitkilerinde
meyve gelisimi erkek lireme organinin gelisimi sirasinda seker metabolizmasi ve prolin
tasiniminin bozulmasi nedeniyle basarisiz oldugu bulunmustur (Sato vd., 2006). Trehaloz,
fruktan veya mannitol liretmek {izere tasarlanan transgenik bitkilerde heksoz algilamasi,
strese dayanikli fenotipler i¢in 6nemli bir katki faktorii olmustur (Hare vd., 1998). Yiiksek
sicaklik altinda artan karbohidratlarin (glukoz, sukroz vb.) kullanilabilirligi bitkilere
yiiksek sicaklik stres toleransi ile ilgili 6nemli bir fizyolojik 6zellik kazandirmistir (Liu ve
Huang, 2000). Ayrica sekerler gesitli stres altindaki bitkilerde antioksidan olarak da etki
edebilir (Lang-Mladek vd., 2010). Ornegin sakkarozun diisiik konsantrasyonlarda bir
sinyal molekiil, yliksek konsantrasyonlarda ise bir ROT temizleyicisi olarak gorev yaptigi

kaydedilmistir (Altuntas vd., 2019).

1.5.2.4. Bitkilerin Sicakhiga Toleransinda Absisik Asidin Rolii

Abiyotik stressorlere verilen bitki cevaplari, fitohormonlarin da dahil oldugu ¢esitli
faktorlere baglidir. Fitohormonlarin, stresli kosullar altinda hayatta kalan bitkilerde
fizyolojik ve molekiiler tepkileri modiile eden en ©nemli endojen maddeler oldugu
diisiiniilmektedir (Fahad vd., 2015). Stres hormonu absisik asit (ABA), tohum dormansisi
ve gelisimi, embriyo morfogenezi, stoma acilmasi ve ayn1 zamanda depolama proteinleri
ve lipidlerinin sentezi dahil olmak iizere cesitli bitki fizyolojik siireglerini ve gelisim
asamalarin1 diizenler (Ciura ve Kruk, 2018). Ayrica bitki savunma cevaplarinda ve

sicaklik, sogukluk, kuraklik ve tuzluluk gibi abiyotik streslere toleransta anahtar rol oynar
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(Lee ve Luan 2012). ABA, koruyucu proteinlerin (LEA proteinleri, dehidrinler),
ozmoprotektanlar, antioksidan enzimler ve turgorun korunmasindan da sorumludur. ABA
igerigi, cevresel streslere cevap olarak artar, gen ekspresyonunun aktiflesmesine neden

olan sinyal yollarini aktive eder (Wani vd., 2016).

1.5.2.5. Sicaklik Stresine Toleransta Sicak Sok Faktorlerinin Rolii

Bitkiler, yliksek sicakliga toleransta sicak sok faktorlerinin (HSF’ler) de dahil oldugu
transkripsiyon faktorleri (TF’ler) tarafindan diizenlenen stresten sorumlu genlerin ifadesini
uyarirlar. Sicaklik stresi de dahil olmak {izere ¢esitli abiyotik streslerde HSF'lerin merkezi
rolleri hakkinda birgok c¢alisma mevcuttur. Ornegin, daha &nceki raporlarda bitki
genomunda ve genom Ol¢eginde 20'den fazla bitki tiirlinden ¢ok sayida HSF gen ailesi
tamimlanmistir. Arabidopsis'te 21, domateste 24, biberde 25, soya fasulyesinde 52,
bugdayda da en az 56 adet HSF kodlayan gen oldugu bulunmustur (Scharf vd., 2012; Xue
vd., 2014; Guo vd., 2015). Bitki HSF'lerinin abiyotik streslerde, ozellikle de sicaklik
stresindeki rolii son zamanlarda ¢alisilmistir (Fragkostefanakis vd., 2015). Farkli abiyotik
stresler altinda bitki HSF genlerinin genom ¢apinda ifade profili, cesitli tiirlerde ayrintili
olarak arastirilmistir. Bitki HSF'lerindeki ¢cogu sicaklik stresi tarafindan diizenlenmektedir.
Sicaklik stresi ile ilgili olarak HSFA2 ve A6 iiyelerinin transkript seviyelerinin, bugdayda
baskin HSF'ler haline geldigi ve HSF’lerin sicaklik stresi sirasinda 6nemli bir diizenleyici
role sahip olduklar1 ortaya koyulmustur (Xue vd., 2014). HSF'ler ayrica bitkilerde, sicak
sok proteinleri (HSP’ler) gibi strese cevap veren genlerin ekspresyonunu diizenleyerek
birgok abiyotik strese cevap vermede Onemli bir rol oynamaktadir (Guo vd., 2016).
HSP100’ler, HSP90’lar, HSP70’ler, HSP60’lar ve sHSP’ler (kiiciik HSP’ler) dahil
HSP’ler, birgok normal hiicresel islem sirasinda protein konformasyonunu saglayip
membranlar stabilize ederler ve strese karsi bitkileri korumak i¢in molekiiler saperonlar
olarak gorev yaparlar. Boylece stresten etkilenen hiicresel homeostaziyi yeniden saglamis
olurlar (Waters, 2013). Misir, aygigegi, fasulye, bugday ve tiitlinde olmak iizere sicaklik
kaynakli bir dizi HSP’nin, asir1 bir sekilde uyarildigi belirlenmistir (Zou vd., 2009).
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1.6. Heliotropium thermophilum Hakkinda Genel Bilgiler

Heliotropium L. cinsi diinyanin 1liman sicak bdlgelerinde bulunan yaklasik 250 tiir
ile temsil edilir ve bu tiirlerin Tiirkiye'de kaydedilen on bes tiirii mevcuttur. Heliotropium
thermophilum (Sar1 bambul) bitkisi Boraginaceae (Hodangiller) familyasindan olup
Heliotropium cinsine aittir ve Tan ve arkadaslari tarafindan ilk olarak 2008 yilinda
Tiirkiye’de yeni bir tiir olarak yaynlanmistir. H. thermophilum termofil ve endemik bir
cicekli bitkidir. Bitkinin toprak iistii kisimlarinda ortii tiiyleri mevcuttur. Dogal ortamina
ait bitkinin fotografi Sekil 2’de sunulmustur. Bitkinin dogal yayilis alanlari, Bati
Anadolu’da Aydin-Buharkent’deki 55-65°C’de sicakliklardaki jeotermal bir alandalardir.
Jeotermal suyun kaynagi bu alanin daha 6ncesinde yeralan Kizildere’de bulunmakta olup,
su sicakligi bu bolgede yaklasik 116°C civarindadir. Jeotermal su, ilkbahar ortalarindan
sonra ve yaz mevsiminde kaynaktan Buharkent’e akarken yukarida belirtilen derecelere

(55-65°C) kadar sogumaktadir (Tan vd., 2008).

Sekil 2. Dogal ortaminda Heliotropium thermophilum bitkisi (Tan
vd., 2008)


https://species.wikimedia.org/wiki/Boraginaceae

2. YAPILAN CALISMALAR
2.1. Bitki Tohumlarimin Temini ve Bitkilerin Yetistirilmesi

Aydin ili Buharkent Jeotermal alanindan toplanmis olan H. thermophilum tohumlar
cimlendirilmeden once, petri kabinda nemlendirilmis filtre kagitlarinda +4°C’de 2 giin
boyunca soguk sokuna maruz birakildi (Sekil 3). Bu muamelenin ardindan tohumlar bitki
biiyiitme odasinda (23+2°C, % 50 nem, 151k siddeti 400 pmol m?s™, 16 saat 151k/8 saat
karanlik periyodunda) dogal ortamindan alinan topraklari ihtiva eden kaplara ekildi.
Toprak sulari diizenli olarak kontrol edildi. Cimlenme asamas1 20+5°C toprak sicakliginda

gerceklestirildi (Tan vd., 2008).

Sekil 3. H. thermophilum tohumlarinin iki katli 1slak filtre kagidi arasinda petri
kaplarindaki gortiinimii

2.2. Bitkilere Sicaklik Uygulamalar:
20+£5°C’de ¢imlenmesi gergeklesen tohumlar, yapilan denemelerden yola ¢ikilarak

bitki dliimlerinin Oniine gegilebilmesi ve ¢alismalarin saglikli gergeklestirilebilmesi i¢in

sicaklik uygulamalar bitkilere kademeli olarak (Giilen vd., 2004; Giir vd., 2010)
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laboratuvar ortaminda kontrollii sartlar altinda gerceklestirildi. Sicaklik uygulamalari

istenilen sicakliga ayarli 1s1 linitelerinde (Sekil 4) topragin 1sitilmasi ile saglandi.

Sekil 4. Calismalarda kullanilan toprak sicakligini saglayan 1s1 tinitesi

Gruplandirma 20+5°C (Kontrol) toprak sicakliginda bilyiimeye devam eden,
kademeli olarak artirilan 40+5, 60+5 ve 80+5°C yiiksek toprak sicakliginda biiyliyen
gruplar olmak tizere 4 farkl sekilde olusturuldu. Kontrol disindaki yiiksek toprak sicaklik
uygulamalar1 termofil bitki i¢in hafif, orta ve asir1 yiiksek sicaklik olmak tizere 3 farkl
sekilde gergeklestirildi. Soyle Ki;

Grup |: Stressiz (Kontrol-20+5°C), ilk 2 hafta 20+5°C toprak sicakliginda ¢imlenen
tohumlar ayn1 ortamda 8 hafta boyunca biiyiitiildii.

Grup II: Hafif yiiksek sicaklik (40+5°C), ilk 2 hafta 20+5°C toprak sicakliginda
¢imlenen tohumlar ayni ortamda 6 hafta boyunca biyiitiilerek, 2 hafta boyunca 40+5 °C
toprak sicakligina maruz birakildi.

Grup llI: Orta yiiksek sicaklik (60+5°C), ilk 2 hafta 20+£5°C toprak sicakliginda
cimlenen tohumlar ayni1 ortamda 4 hafta boyunca biiyiitiilerek, kademeli olarak 2 hafta
40+5 °C toprak sicakligina, sonrasinda da 2 hafta 60+£5°C toprak sicakligina maruz
birakildi.

Grup IV: Asint yiiksek sicaklik (80+5°C), ilk 2 hafta 20+5°C toprak sicakliginda
cimlenen tohumlar ayni ortamda 2 hafta boyunca biiyiitiilerek, kademeli olarak, 2 hafta
40+5 °C toprak sicakligina, 2 hafta 60+5 °C toprak sicakligina ve son olarak da 2 hafta
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80+5°C toprak sicakligma maruz birakildi. Deney gruplarinin  olusturulmas: ve

uygulamalarin semas1 Sekil 5’te verilmistir:

Toprak
Sicakhg

20+5°C

60=5°C

80+5°C

Sekil 5. Deney gruplarinin olusturulmasi ve uygulamalarin semast. Sekildeki H.
thermophilum  bitkileri sicak ayarli 1s1 initelerinde biiyiitiilmekte olup, bitki
fotograflar1 deney diizenegini sematize etmek i¢in kullanilmistir.

Her grup kendi toprak uygulama sicakligina toplamda 2 hafta boyunca maruz
birakilmig oldu. Uygulamalar tamamlandiginda bitkiler toplamda 10 haftalik olunca hasat
islemi tamamlandi. Fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler analizler icin bitkilerin
yapraklar1 kullanildi. Yaprak su potansiyeli ve stoma iletkenligi érneklemeden 6nce canli
bitkiler ile gerceklestirilirken siirgiin, kok uzunlugu ve siirgiin yas ve kuru agirhg
orneklemeden hemen sonra gercgeklestirildi. Daha sonrasinda hasat edilen bitkiler

fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler analizler igin -20°C ve -80°C’de saklandi.
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2.3. Toprak Sicakliklarinin ve Yaprak Yiizey Sicakliklarimin Olgiilmesi

Calismamizda toprak sicaklik uygulamalar1 20+5°C, 40+5°C, 60+5°C, 80+5°C olmak
iizere 4 farkli sicaklikta yapilmis olup, bu sicaklik dlgiimleri 5 cm toprak derinliklerinde
dijital bir termometre ile belirli araliklarla 6lgiilerek kaydedildi. 20+5°C, 40+5°C, 60+5°C,
80+5°C sicakliklarda yetismeye devam eden bitkilerin yapraklarina ait yiizey sicakliklart
ise infrared dijital termometre (TROTEC BP21) ile odlgiildii. Olgiimlerde kullanilan

termometreler Sekil 6’da gosterilmistir.

Sekil 6. Toprak sicaklig1 ve yaprak sicakliginin 6lgiimiinde kullanilan termometreler
(A) Batirmali dijital termometre (B) Infrared dijital termometre

2.4. Biiyiime Parametrelerindeki Degisimlerin Belirlenmesi
Dort farkli toprak sicakligina (2045, 4045, 60+5 ve 80+5°C) kademeli olarak

aktarilan H. thermophilum bitkileri toplamda 10 hafta boyunca biiyiitiildii ve bu siirenin

sonunda asagidaki ol¢timler gerceklestirildi.
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2.4.1. Siirgiin ve Kok Uzunluklarmin Olciilmesi

Her deney grubuna ait bitkiler 10 hafta sonunda hasat edildi ve bitki bagina ortalama

kok ve siirglin uzunlugu kaydedildi.

2.4.2. Siirgiin Taze Agirhginin ve Kuru Agirhgimin Belirlenmesi

Her bir deney grubundan 5’er tekrarli olacak sekilde H. thermophilum bitkilerinin
stirglin taze agirliklar1 (TA) tartildi ve kaydedildi. Taze agirliklar1 hesaplanmis siirgiinler
70°C’de 72 saat boyunca etlivde kurutuldu ve siirgtinlerin kuru agirliklart (KA) hesaplandi.

2.5. Fizyolojik ve Biyokimyasal Degisimlerin Belirlenmesi

25.1. Tiyobarbitiirik Asit Reaktif Maddeler

Lipid peroksidasyonu, Heath ve Packer’ a (1968) gore 0,1 g taze yapraktaki TBA-
reaktif maddelerin (TBARS) iceriginin dlgiilmesi ile belirlendi. Her bir numune 10 mL %
0,1 trikloro asetik asit (TCA) igerisinde homojenize edildi. Homojenat 15 000 g’de 5 dak
santriflyj edildi. Siipernatanta (1 mL) % 20 TCA igerisinde hazirlanmis % 0,5 tiobarbiturik
asit (4 mL) ilave edildi. Karisim 95°C’de 30 dak 1sitilmasinin ardindan buz banyosunda
sogutularak, 10 000 g’de 10 dak santrifiij edildi. TBARS konsantrasyonunun hesaplanmasi

i¢cin 532 ve 600 nm’de absorbansi okundu.

2.5.2. Hidrojen Peroksit iceriginin Belirlenmesi

Velikova vd. (2000) tarafindan gelistirilen metot kullanilarak gerceklestirildi. Bunun
icin TCA igerisinde aktif komiir ile ezilen yaprak numunelerinden elde edilen ekstraktin
santrifiijiinden sonra siipernatantin (1 mL) iizerine 10 mM potasyum fosfat tamponu ve 1
M potasyum iyodiir (KI) ilave edilmesiyle olusan karistm 390 nm’de absorbanslari
okundu. Hesaplamalar i¢in gerekli standartlar ve standartlardan elde edilen standart egrisi

Ek 1’de sunuldu.
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2.5.3. 3,3’ - Diaminobenzidin Boyama

Hidrojen peroksit (H202) varliginin belirlenmesi i¢in DAB boyama protolokii Daudi
vd. (2012) metodundan modifiye edildi. Bitki yapraklar1 % 0,05 v/v Tween 20 ve 10 mM
sodyum fosfat tamponunda (pH 7,0) hazirlanan DAB’a maruz birakildi. Sonrasinda
yapraklar test tiiplerine yerlestirilerek standart laboratuvar sallayicisi {izerinde 80-—100
rpm’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda yapraklar su banyosunda 90—95
°C’de 15+5 dak agartma soliisyonunda (etanol: asetik asit: gliserol (3:1:1)) kaynatildi ve 30
dak bekletildi. Ardindan yapraklarda renk degisimleri gézlendi.

2.5.4. Siiperoksit Iceriginin Belirlenmesi

Siiperoksit miktar1 XTT {(2,3-bis (2-metoksi-4-nitro-5-siilfofenil)-5-[(fenilamino)
karbonil] -2H-tetrazolyum hidroksit} kullanilarak Frahry and Schopfer’a (2001) gore
belirlendi. H. thermophilum yapraklarindan alinan 0,5 g numune kii¢iik pargalara ayrildi ve
3,5 unite mL? siiperoksit dismutaz (SOD) iceren ve icermeyen 5 mL 500 pM XTT igeren,
10 mM Na-sitrat tamponunda (pH 7,0) karanlikta vakum infiltrasyonu yapildi. Numuneler
2 saat bu tamponda bekletildi. Siiperoksit radikalinin tespit i¢in yapraklardan elde edilen
stv1 kullanildi. Daha sonra XTT indirgenmesindeki artis 470 nm’de spektrofotometrede
okundu. Siiperoksitten kaynaklanan spesifik absorbans, 470 nm’de SOD’lu ve SOD’suz
1

numuneler arasindaki fark hesaplandi ve bu deger etki faktorii olarak 2,16x104 M™cm’

kullanilarak molar konsantrasyona dontistiiriildii.

2.5.5. Metilglioksal i¢eriginin Belirlenmesi

Metilglioksal Yadav vd.’ye (2005a) gore hesaplandi. MG Ol¢iimii i¢in 6rneklerin
hazirlanmasinda yaklasik 0,1 g yaprak numunesi, 3 mL 0,5 M perklorik asit igerisinde
homojenize edildi. Buz {izerinde 15 dak inkiibe edildikten sonra karigim, 15 000 g'de 10
dak siireyle 4°C'de santrifiij edildi. Siipernatanta aktif kémiir (10 mg mL™) eklenerek
renksizlestirilmesi saglandi. Ardindan 15 dakika oda sicakliginda tutularak 10 dak boyunca
15 000 g'de santrifiij edildi. Bu siipernatant MG analizi i¢in kullanmadan once, oda

sicakliginda doymus potasyum karbonat ¢ozeltisinde 15 dak tutularak nétralize edildi ve
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tekrar 15 000 g'de 10 dak santrifiije tabi tutuldu. Noétralize edilmis siipernatant MG
iceriginin belirlenmesi i¢in kullanildi. Metilglioksal 6l¢iimii igin, 650 pL silipernatant
iizerine toplam 1 mL'lik bir hacimde, 7,2 mM 1,2-diaminobenzen (250 uL), 5 M perklorik
asit (100 pL) ilave edildi. Tirevlendirilmis MG 25 dak sonra 335 nm’de o6lg¢iildii.

Metilglioksal icerinin hesaplanmasi igin gerekli olan standart egrisi Ek 2’de sunuldu.

2.5.6. Yaprak Su potansiyeli Ol¢iimii

Yaprak su potansiyelleri, Savage ve Cass'a (1984) gore su potansiyel sistem cihazi

(Psypro P2-132 Water Potential System) kullanilarak 6l¢iildii.

2.5.7. Stoma iletkenligi

Stoma iletkenligi bir diflizyon porometresi vasitast (AP4 Delta T, UK) ile Cohen
vd.’e (1987) gore oOlgiildii. Cihazin kalibrasyonu, iireticinin talimatlarina gore standart bir

kalibrasyon plakasi ile gerceklestirildi.

2.5.8. Enzimatik Antioksidan Aktivitelerinin Tayini

Bitki numunelerinden 0,1 g taze yaprak tartilarak sivi azot igerisinde toz haline
getirildi. Daha sonra 2 mL ekstraksiyon tamponu (50 mM K>HPQO4, 1 mM EDTA pH 7,0,
% 1 PVPP) igerisinde ekstrakte edildi. Ekstrakt +4°C’de 20 000 g’de 20 dak santrifiij
edilerek, alinan siipernatant enzim aktivitesinin tayini ve protein igeriginin belirlenmesi

i¢in kullanildz.

2.5.8.1. Guaiakol Peroksidaz

Guaiakol peroksidaz aktivitesi 100 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7,0), 0,1 mM
EDTA, 5 mM guaiakol, 15 mM H;02 ve 50 pL enzim ekstraktindan olusan toplam
hacimde 2 mL’lik karsiminin 470 nm’de 1 dak stireyle olgiilmesiyle belirlendi (Urbanek
vd., 1991).
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2.5.8.2. Katalaz

Katalaz aktivitesi, Aebi’nin (1983) yontemine gore tayin edildi. Katalaz aktivitesi 50
mM potasyum fosfat tamponu (pH 7,0), 30 mM H202 ve 20 puL enzim ekstraktini igeren
karism 240 nm’de 5 dak boyunca 0lgiilerek belirlendi.

2.5.8.3. Siiperoksit Dismutaz

Siiperoksit dismutaz aktivitesi, Beauchamp ve Fridovich (1971) metodunun
uyarlanmast ile belirlendi. Enzim aktivitesi i¢cin 50 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7,8),
0,1 mM EDTA, 13 mM metiyonin, 75 uM NBT karisimina 50 pl. enzim ekstrakt ilave
edildi ardindan reaksiyonu baslatmak icin karistma 2 pM riboflavin ilave edildi. Bu
karisim 10 dak boyunca 375 pmol m™2s? siddetindeki beyaz 15132 maruz birakilarak 560

nm’de absorbansi okundu.

2.5.8.4. Askorbat Peroksidaz

Enzim aktivitesi 50 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7,0), 250 uM askorbat (AsA),
5 mM H20; ve enzim ekstrakti iceren 1 mL’lik reaksiyon karisiminin 290 nm’deki

azaligina bagli olarak Nakona ve Asada’ya (1981) gore belirlendi.

2.5.8.5. Glutatyon Rediiktaz

Glutatyon rediiktaz aktivitesi Foyer ve Halliwell’e (1976) gore, 200 pL 0,5 mM
EDTA igerisinde hazirlanmig 50 mM Tris-HCI (pH 7,8), 250 puL GSSG ve 500 pL
NADPH igeren karisima 50 pL enzim ekstrakti ilave edilmesiyle NADPH oksidasyonunun
340 nm’de 5 dak igerisindeki azalisi ile belirlendi.

2.5.8.6. Monodehidroaskorbat Rediiktaz

Monodehidroaskorbat rediiktaz aktivitesi, tantmladig1 gibi dl¢iildii. Enzim aktivitesi,

100 L numune eksrakti iizerine 50 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7,8), 150 uM
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NADH, 500 uM AsA eklenmesi ile olusan 1 mL’lik reaksiyon karistm 340 nm’de
olciilmesi ile hesaplandi. Olgiilen degerler askorbat oksidazin yoklugunda elde edilen

verilerden ¢ikarildi (Hossain vd., 1984).

2.5.8.7. Dehidroaskorbat Rediiktaz

0,1 g taze yaprak ornekleri, 50 mM Tris-HCI, (pH 7,4), 100 mM NaCl, 2 mM EDTA
ve 1 mM MgCl;igeren ekstraksiyon tamponunda homojenize edildi. Ekstrakt +4 °C’de 20
000 g’de 10 dak santrifiij edildi. Enzim aktivitesi Hossain ve Asada (1984)’nin tanimladig1
gibi 50 mM K>;HPO4KH2PO4 (pH 6,5), 0,5 mM DHA, 1 mM GSH ve 100 uL enzim
ekstraktindan olusan 1 mL’lik karisiminin Sl¢iilmesiyle belirlendi. DHAR aktivitesi, 265

nm’de absorbansdaki artisa bagli olarak belirlendi.

2.5.9. Enzimatik Olmayan Antioksidan Iceriklerinin Belirlenmesi

2.5.9.1. Askorbat Iceriginin Belirlenmesi

Askorbat konsantrasyonu Liso vd.’ye (1984) gore belirlendi. 0,25 g taze yaprak
dokusu 5 mL, % 5 (w/v) m-fosforik asit ile homojenize edildi. Oziit 10 000 g’de 4 dak
santriflij edildi. 70 puL 6rnek, 0,1 M sitrat-0,2 M fosfat tamponu (pH 6,2) igeren 3 mL
reaksiyon ortamina ilave edildi. Baslangic absorbanst 265 nm’de okunarak, daha
sonrasinda askorbat konsantrasyonu, reaksiyon ortamina iki {inite askorbat oksidaz
ilavesinin 5 dak ardindan meydana gelen azalmanin okunmasi ile belirlendi. Askorbat
oksidasyonu tamamlandiktan sonra, askorbat oksidaz, 10 mM sodyum azit ile inhibe edildi.
Ardindan ortama 2,5 mM DTT ilave edildi. DTT ile meydana gelen indirgenmenin
ardindan (3 dak) absorbans 265 nm de yeniden okundu. Askorbat standart

konsantrasyonlar1 ve standartlardan olusan standart egrisi Ek 3’te sunuldu.

2.5.9.2. Glutatyon Iceriginin Belirlenmesi

Bitki yapraklarindan numunelerden 0,1 g tartilarak ve sivi azot igerisinde iyice

parcalanarak, 5 mL, 1 mM EDTA iceren % 5’°lik metafosforik asit igerisinde ekstrakte
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edildi. Ekstrakt +4 °C’de 10 000 g’de 10 dak santrifiij edildi ve siipernatant eldesi
glutatyon igeriginin belirlenmesi i¢in kullanildi. Glutatyon igerigi Teitze’ye (1969) gore
“total glutatyon assay kit” (Northwest Life Sci. Spec) protokolii ile belirlendi. Glutatyon
250 mM KoHPO4/KH2PO4 (pH 7,5), 200 uM NADPH, 600 uM DTNB, 25 uL ekstrakt ve
0,3 U GR igeren reaksiyon karigiminin kullanilmasiyla 6l¢iildii. 412 nm’de absorbanstaki
degisim 3 dak boyunca gozlendi. Farkli konsantrasyonlarda (0-5 uM) GSH standartlari
kullanilmastyla elde edilen grafik iizerinden numunelere ait GSH konsantrasyonu

hesaplandi. Standartlardan olusan standart egrisi Ek 4’te sunuldu.

2.5.9.3. Toplam Karotenoid Tayini

Bitkiden alinan taze yapraklar (0,1 g), %80 aseton (5 mL) icerisinde homojenize
edilerek, 5 000 g’de 5 dak santrifiij edildi. Alinan siipernatantlara ait absorbanslar 663, 645
ve 450 nm’lerde spektrofotometrede Olgiildii (Arnon, 1949). Daha sonra karotenoid

miktar1 Lichtenthaler (1987) tarafindan gelistirilen formiil ile belirlendi.

2.5.10. Glioksalaz Sistem Enzimlerinin Aktivitesinin Belirlenmesi

Enzim ekstraksiyonu i¢in 0,5 g yaprak dokusu, 100 mM KCI, 1 mM askorbat, 5 mM
B-merkaptoetanol ve % 10 (w/v) gliserol ihtiva eden 1 mL 50 mM soguk potasyum fosfat
tamponunda (pH 7,0) homojenize edildi. Homojenatlar 10 dakika siireyle 13 000 g'de
santrifiij edilerek ve siipernatanlar enzim aktivitelerinin belirlenmesi i¢in kullanildi. Tiim
islemler 0-4 °C'de gergeklestirildi.

Glioksalaz I aktivitesi Hasanuzzaman vd.’ye (2011a) gore dl¢iildii. Reaksiyon ortami
son hacim 700 pL olacak sekilde, 100 mM potasyum fosfat tampon (pH 7,0), 15 mM
magnezyum siilfat, 1,7 mM GSH ve 3,5 mM MG karistirilarak olusturuldu. Reaksiyon MG
ilavesi ile baslatilarak 240 nm’de 1 dakikadaki artis olarak kaydedildi

Glioksalaz II aktivitesi icin, Principato vd.’ye (1987) gore 412 nm'de GSH'nin
olusumunu 1 dak boyunca takip ederek analiz edildi. Reaksiyon karisimi 1 mL'lik bir son
hacimde 100 mM Tris-HCI tamponu (pH 7,2), 0,2 mM DTNB ve 1 mM S-D-
laktoilglutatiyon (SLG) igermektedir. Reaksiyon, SLG ilavesiyle baslatilmis oldu.
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2.5.11. Ozmolitlerdeki Degisimlerin Belirlenmesi

2.5.11.1. Prolin iceriginin Belirlenmesi

Kurutulmus yaprak numuneleri (0,2 g) 10 mL siilfosalisilik asit (% 3) ile homojenize
edildikten sonra 10 000 rpm’de 10 dak santrifiij edildi. Alinan siipernatanta (1 mL), asetik
asit (1 mL) ve ninhidrin (1 mL) konuldu ve karigimi igeren tiipler 1 saat boyunca 100
°C’de etiivde inkiibasyona birakildi. Reaksiyonu sonlandirmak ig¢in Ornekler buz
banyosunda bekletildi. Daha sonra soguyan orneklere toluen (3 mL) eklendi ve olusan
toluen faz1 520 nm’de spektrofotometrede okundu. Prolin konsantrasyonu belirlemek i¢in,
prolin standartlart kullanilarak Ek 5°deki kalibrasyon egrisi hazirlandi ve sonuglar

hesaplandi (Bates vd., 1973).

2.5.11.2.  Glisin-Betain Iceriginin Belirlenmesi

Ince ogiitiilmiis kuru bitki yapraklar1 (0,1 g) 25°C'de 48 saat boyunca 20 mL
deiyonize su ile mekanik olarak ¢alkalanarak, filtrelendi. Filtrat, 2 N siilfiirik asit ile 1:1
oraninda seyreltildi. Test tiiptinde 6l¢iilmiis s1v1 (0,5 mL), 1 saat boyunca buzlu su iginde
sogutuldu. Soguk potasyum iyodiir-iyot reaktif maddesi (0,2 mL) eklendi ve karisim
yavasca vorteks ile karistirildi. Numuneler 16 saat 0-4°C'de bekletildi. Siirenin sonunda
numuneler santrifiij tiiplerine aktarildi ve daha sonra 0°C'de 15 dakika boyunca 10 000 g'de
santrifiijlendi. Siipernatant (1 mL) mikropipet ile dikkatlice aspire edildi ve 9 mL 1,2-
dikloro etan (reaktif derecesinde) i¢inde ¢6ziinmesi saglandi. 2- 2,5 saat sonra, karisimin
absorbans1 UV-goriiniir spektrofotometre ile 365 nm'de 6l¢iildii. 2 N siilfiirik asit igerisinde
hazirlanan glisin betain referans standartlar1 (50-200 pg mL™?) kullanilarak numuneler

icerisindeki glisin betain miktar1 tespit edildi (Grieve ve Grattan, 1983).

2.5.11.3. Toplam Coziinebilir Seker I¢eriginin Belirlenmesi

Kurutulmus yaprak 6rnegi (0,2 g), 5 mL % 70 lik etanolde homojenlestirildi ve
95°C su banyosunda 10 dak kaynatildi, homojenlestirilmis yapraklar 5 dak boyunca 5 000

g'de santrifiijlendi. Alinan siipernatant 1:10 saf su ile seyreltilerek, olusan 1 mL 6rnek
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iizerine 1 mL fenol (% 5) ve 5 mL siilfirik asit (%96) eklenerek, olusan karigimin

absorbans1 490 nm'de kaydedildi (Dubois vd., 1956).

2.5.12. Absisik Asit Tayini

100 mg taze yaprak Ornegi 3 saat liyofilize edildi. Liyofilize 6rnekler, MilliQ
(Su/doku, 50/1, v/w) igerisinde 16 saat boyunca 4°C’de ekstraksiyon gergeklestirildi.
Kantitatif ABA analizleri Phytodetek ABA ELISA kiti ile gergeklestirildi. (%) cis-trans
ABA (Sigma, St. Louis), standart olarak kullanildi.

2.6. Molekiiler Analizler

2.6.1. RNA Eldesi ve cDNA Yapim

Taze yaprak numuneleri (0,1 g) sivi azot ile dondurularak doku parcalayicisi ile iyice
pargalandi. Sonrasinda toplam RNA eldesi i¢in Quiagen RNeasy Plant Mini Kit’e ait
protokol uygulandi ve numunelerde RNA eldesi saglandi. Numunelere ait RNA
orneklerinde spektrofotometrik olarak nanodrop (Thermo Scientific) ile miktar ve saflik
tespiti yapildi.

Izole edilen Toplam RNA orneklerinden yiiksek kapasiteli cDNA reverse
transkripsiyon kiti (Applied Biosystems) kullanilarak, grup basina 2000 ng olacak sekilde
CcDNA eldesi gergeklestirildi.

2.6.2. Kantitatif Real-Time PCR Olciimii

Numunelere ait gen ifadelerini belirlemek i¢in, cDNA eldeleri ile Eva Green qPCR
Supermix (Solis Biodyne) soliisyonu kullanilarak CFX Connect Real Time PCR System
(BioRad) cihazinda azalizler tamamlandi. Analiz Solis Biodyne talimatlar1 modifiye
edilerek Tablo 1’deki islem basamaklari uygulanarak gergeklestirildi. Aktin 7 (referans
geni) ve HSFA4A, HSF4, HSFA3 genlerine ait ifade diizeylerini incelemek i¢in bu genlere
ait primerler kullanildi (Tablo 2). Analiz sonucunda elde edilen veriler Aktin 7’ye gore

normalize edilip bagil gen ifadesi seklinde sunuldu.
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Tablo 1. HSFA4A, HSF4, HSFA3 genlerinin ifade seviyeleri i¢cin qRT- PCR islem

basamaklari
Adim Sicakhik Siire Dongii
Baslangic Aktivasyonu 95,0°C 12 dak 1
Denaturasyon 95,0°C 15 sn 44
Baglanma 60,0°C 30 sn
Uzama 72,0 30 sn
Plate Okuma - -
Melt Curve Analizi 65,0°C -95,0°C aras1 0,5°C’lik artiglar -

5 sn araliklarla plate okuma

Tablo 2. qRT PCR’da kullanilan primerlerin sekanslari

Primerler Pirimer Sekanslari1 (5°=3’) Islevi

ACT 7 ACT 7-F:- TACGAGCAGGAGCTTGACAC Referans deni
ACT 7-R:CCGATCATGGAAGGCTGGAA 9

HSFA4A: Sycakliza hii |

HEAT SHOCK HSFA4A-F:-TTCACCGACGCAAGCCAATA béct tt;ggev‘;“ese

TRANSCRIPTION HSFA4A-R: TTATGCCTCTCAAGCTCCGC ) yt P

FACTOR A4A _

HSF4: HEAT HSF4-F.-GCTTCGTTCGCCAGCTTAAC Sicakliga hiicresel

SHOCK FACTOR | HSF4- boyutta cevap

4 R:GCTTCGTTCGCCAGCTTAAC olusturur.

g'HSgéi HEAT HSFA3-F: CCTCCTAATAGTACGCCGCC Termotoleransin

TRANSCRIPTION HSFA3-R: CAAGGGGAGAGGCCATTGTT S?glal?tmgsmda rol

FACTOR A3 almaktadir.

2.6.3. Bazi Antioksidan Enzimlerin Protein Miktarlarinin Western Blot
Yontemi ile Belirlenmesi

FeSOD, CAT, GPX ve GR icin protein ekstraksiyonu 4X PEB (protein ekstraksiyon
tamponu, ASO8 300 Agrisera Inc.) kullanilarak gergeklestirildi. Numuneler esit hacimde
ornek tamponunda (2X Laemmli 6rnek tamponu 1610737 Bio-Rad) ¢ozdiiriilerek, 95
°C’de 5 dak 1sitildi. Numunelerin toplam proteinleri (her bir 6rnekten 50 pg, Bradford,
1976'ya gore hesaplandi) % 12 sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi SDS-
PAGE (TGX Stain-Free Precast Protein Gels, 4568095 Bio-Rad) ile ayrilmasi oda
sicakliginda elektroforez islemi (Mini- PROTEAN Tetra Cell system, 165800 Bio-Rad) ile
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gerceklestirildi. Proteinlerin molekiiler agirliklarimin belirlenmesi i¢in renkli protein
marker (Precision Plus Protein Western C) kullanildi. Jel elektroforezinde ayrilan
proteinler 10 dakika siireyle 2,5 A'da Trans-Blot Turbo Transfer Sistem (1704155 Bio-
Rad) cihaz1 kullanilarak PVDF membrana (Trans-Blot Turbo Mini PVDF Transfer Packs,
1704156 Bio-Rad) aktarildi. Transfer sonrasinda membran, TBS igerisinde % 2,5 yagsiz
kuru siit tozu ile +4 °C’ de bloklandi. Enzimlere ait proteinlerin tespiti i¢in o enzime 6zel
olan primer antikorlar kullanilarak ve bir gece boyunca +4°C’de inkiibe edildi. Sonrasinda
membranlar goat anti-rabbit 1gG-HRP secondary antibodies (AS09 602 Agrisera) bagl
horseradish peroksidaz ile 4 saat sallayicida inkiibasyona birakildi. Proteinlerin
immiinokimyasal tespiti peroksidaza baglanmis ECL kemiliiminesans kiti (Clarity Western

Enhanced Chemiluminescence, 1705061 Bio-Rad10) ile ger¢eklestirildi.

2.7. Protein Tayini

Coziinebilir protein igeriginin belirlenmesi i¢in, Coomassie Brillant Blue-G250 boya
baglama deneyi kullanilmistir (Bradford, 1976). Standart egrinin hazirlanmasinda sigir
serum albiimini kullanilarak, boyar madde ile protein karigimi1 595 nm’de spektrofotometre
ile olgiildii. Protein miktar1 mg cinsinden hesaplanarak, enzim aktivitelerinde ve western

blot analizlerinde kullanildu.

2.8. [lstatistiksel Analizler

Uygulamalar sonucu elde edilen numunelerden en az 3 tekrarli olacak sekilde
gerceklestirilen analizler sonucu kaydedilen ortalamalar, tek yonlii varyans analizi (one-
way ANOVA-Duncan Coklu Karsilastirma Testi) yapilarak Statistic Package for Social
Sciences (SPSS) bilgisayar yaziliminda (Versiyon IBM 23) degerlendirildi. P<0,05 olan
degerler istatistiksel acidan anlamli olarak degerlendirildi. Biitiin sekillerdeki barlar
standart sapmay1 temsil etmektedir.

gRT PCR analizi igin, nispi gen ekspresyon seviyesi Bio-Rad CFX Manager 3,1
kullanilarak analiz edildi. ifade seviyeleri SPSS yazilimi ile test edildi. Varyans ortalama

degerlerin analizi tek yonlit ANOVA ile yapildi (P <0.05).



3. BULGULAR

3.1. Toprak ve Yaprak Yiizeyindeki Sicakliklarin Degisimi

Sicaklik ayarli 6zel 1s1 iinitelerinde, her grup bitki kendi sicakligina (20, 40, 60,

80+£5°C) 2 hafta boyunca maruz kalmasi sirasinda batirmali dijital termometre ile

kaydedilen toprak sicaklari, infrared termometre teknigi ile kaydedilen yaprak yiizey

sicaklik verileri Tablo 3’te ve sicaklik Olgiimleri esnasinda fotograflanan 10 haftalik

bitkiler de Sekil 7°de sunuldu.

Tablo 3. Farkli toprak sicakliginda yetistirilen bitkilere ait yapraklarin yiizey sicaklig.
Sayisal degerler ortalamalar + ise standart sapmayi ifade etmektedir (n=6)

Gruplar Toprak Sicakhg (°C) Yaprak Yiizey Sicakhig (°C)
1. Grup (Kontrol) 20+5°C 20+0,5
2. Grup (Hafif yliksek sicaklik) 40+5°C 28+0,4
3. Grup (Orta yiiksek sicaklik) 60+5°C 32+0.4
4. Grup (Asin yiiksek sicaklik) 80+5°C 44+0,3

3. Grup: Orta yiiksek sicakhk 4. Grup: Asm yiksek sicaldik

(60 =5 °C)

(80 £5 °C)

Sekil 7. Farkli toprak sicakliklarinda yetistirilen bitkilere ait toprak ve yaprak yiizey

sicakliklari
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3.2. Biiyiime Parametreleri

3.2.1. Morfolofik Degisimler

Toprakta kademeli olarak sicaklik artiglar1 saglanarak 2 hafta siireyle farkli sicaklik
uygulamasi yapilmis (20, 40, 60, 80+5°C) H. thermophilum bitkilerinde 10 hafta sonundaki
morfolojik degisimler Sekil 8 A, B’de sunuldu. En iyi gelisim 40+£5°C’de biyiitiilen
bitkilerde goriildii. 20+5 °C ve 60+5 °C’de biiyiitiilen bitkiler karsilastirildiginda belirgin
bir fark goriilmedi. Son olarak 80+5 °C’de biiyiitiilen bitkiler, diger sicaklik uygulamalari
ile kiyaslandiginda, morfolojik olarak gelisimin daha yavas oldugu bulundu. Ayrica bitki
yapraklarinda artan sicaklia bagl olarak (80+5°C dahil) bitkilerde herhangi bir
deformasyona, bitki yapraklarinda senesens ve pigment kaybi gibi degisimlere
rastlanilmadi (Sekil 8).

Sekil 8. Farkli toprak sicakliklarinin H. thermophilum bitkilerindeki morfolojik
degisimler lizerine etkisi. (A) yetistirme ortamindaki goriintiisii (B) dis
ortamindaki goriintiisii

3.2.1.1. Siirgiin ve Kok Uzunlugu

Bitkilerin siirgiin uzunlugu g6z Oniine alindiginda, 40+5°C’de biiyiitiilen bitkilerin

siirgiin uzunlugu 5,4+0,4 olup istatistiki olarak diger uygulamalardan yiiksek oldugu
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bulundu. Diger sicaklik uygulamalarinda (20+5°C, 60+£5°C, 80+5°C) yetisen bitkilerin
siirglin uzunluklar ise sirastyla 3,6+0,2, 2,84+0,4, 1,9+0,1 oldugu kaydedildi. En az siirgiin
uzunluguna ise 80+5°C altinda biiyiitiilen bitkilerde rastland1 (Sekil 9, 10). Bitkilerde artan
sicaklikla beraber kok uzunlugunda ciddi bir azalma goriildi. Soyleki; 20£5°C, 40+£5°C,
60£5°C ve 80+5°C toprak sicakliginda yetisen bitkilerin kok uzunluklar: sirastyla 2,8+0,08,
2,140,05, 1,2+0,05 ve 0,84+0,04 oldugu belirlendi (Sekil 10, 11).

Kontrol 40=5°C 60=5°C 80=5°C

Sekil 9. Farkli toprak sicakligi uygulamalarinin siirgiin ve kok uzunlugu tizerine
etkisi

7 -
E6 - 2
N2
,505 I
e 4 _ b
2 ' |
= 2
£
z 1 _ .
n
O T T T 1
20+5°C 40+5°C 60+5°C 80+5°C
Toprak Sicakhg:

Sekil 10. Farkli toprak sicakligi uygulamalarinin siirgiin uzunluguna etkisi.
Barlar ortalamalarin standart sapmasini belirtmektedir (n=3). Barlar

tizerindeki farkli harfler, tiim sicakliklar arasindaki onemli farklari
(P<0,05) gostermektedir.
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Sekil 11. Farkli toprak sicakligi uygulamalarinin kdk uzunluguna etkisi. Barlar
ortalamalarin  standart sapmasini belirtmektedir (n=3). Barlar
uizerindeki farkli harfler, tiim sicakliklar arasindaki 6nemli farklari
(P<0,05) gostermektedir.

3.2.2. Siirgiin Taze Agirhik ve Kuru Agirhk

Siirglin taze agirligr géz oniline alindiginda, en yiliksek taze agirlik (0,95+0,04 g)
40+5°C toprak sicakliginda biiyiitiilen bitkilerin siirgiinlerinde goriildii. En disiik taze
agirlik (0,1540,02 g) ise 80+£5°C sicaklik uygulamasi yapilmis toprakta biiyliyen bitkilerde
bulundu (Sekil 12).

Sicaklik uygulamalari arasinda, kotrol grubu (20+£5°C) ile kiyaslandiginda en yiiksek
kuru agirliga ait grup 40+5°C toprak sicakliginda biiyliyen bitki grubu olmustur. En diisiik
kuru agirlik 1se 80+£5°C toprak sicakliinda biiyiliyen bitkilerde kaydedildi (Sekil 13).
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Sekil 12. Farkli toprak sicakligi uygulamalarinin siirglin taze agirligina
etkisi. Barlar ortalamalarin standart sapmasini belirtmektedir
(n=3). Barlar tizerindeki farkli harfler, tim sicakliklar arasindaki
onemli farklar1 (P<0,05) gostermektedir.
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Sekil 13. Farkli toprak sicakligi uygulamalariin siirglin kuru agirliga etkisi.
Barlar ortalamalarin standart sapmasimi belirtmektedir (n=3).
Barlar iizerindeki farkli harfler, tiim sicakliklar arasindaki onemli
farklar1 (P<0,05) gostermektedir.

3.3. Fizyolojik ve Biyokimyasal Degisimler

3.3.1. TBARS icerigi

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, membran hasarinin 80+5°C toprak sicakliginda

yetigen bitki yapraklarinda artti§1 bulundu. Diger yandan 40+£5°C ve 60+5°C sicaklikta
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biiyliyen bitkilerdeki membran hasar1 arasinda fark olmayip esit olup, 20+5°C ve 80+5°C
sicaklikta biiyliyen bitkilerle kiyaslandiginda daha diisiik oldugu tespit edildi (Sekil 14).
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Sekil 14. Farkli toprak sicakligi uygulamalarinin yaprak TBARS igerigine
etkisi. Barlar ortalamalarin standart sapmasimi belirtmektedir
(n=3). Barlar tizerindeki farkli harfler, tiim sicakliklar arasindaki
onemli farklar1 (P<0,05) gostermektedi

3.3.2. H20: Igerigi

Dort farkli sicaklik uygulamasi yapilmis bitki gruplarinda en yiiksek H20:2 igerigi
asir1 yliksek sicaklik (80+5°C) uygulamasi yapilmis bitkilerde bulundu. Ayni zamanda,
diger gruplarla kiyaslandiginda en az HO: igerigi 40+5°C sicaklik uygulamasi yapilmis
bitkilerde 6lgiildii. Son olarak, 20+5°C ve 60+5°C sicaklik uygulamasi yapilmis bitkilerin

H202 iceriginde istatistiki agidan 6nemli bir farka rastlanmadi (Sekil 15).
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Sekil 15. Farkli toprak sicakligi uygulamalarinin H20Oz icerigine etkisi. Barlar
ortalamalarin standart sapmasin1 belirtmektedir (n=3). Barlar
tizerindeki farkli harfler, tiim sicakliklar arasindaki onemli farklari
(P<0,05) gostermektedir.

3.3.3. DAB Boyama Metodu ile H202 Dagilimin Belirlenmesi
Sekil 16°da goriildiigl gibi kahverengi lekeler H20?’i temsil etmektedir. Dolayisi ile

diger gruplarla karsilastirildiginda en fazla kahverengi lekelenmeye 80+5°C’de biiyiitiilen
bitki yapraklarinda rastlanildi.

20+5°C 40+5°C 60+5°C 80+5°C

Sekil 16. Farkli toprak sicakligi uygulamalarinin DAB boyanmast ile belirlenen
H20, dagilimi iizerine etkisi.
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3.3.4. Siiperoksit Icerigi

Farkli sicakliklara maruz kalmis bitkilerdeki siiperoksit miktar1 diger gruplarla
karsilastirildiginda 40+£5°C grubu bitkilerde kontrol ile kiyasla bir azalisa rastlarken,
80+5°C grubu bitkilerinde kontrole gore bir artis belirlendi. 20+£5°C ve 60+5°C gruplarinin

siiperoksit igerikleri arasinda istatistiki bir fark bulunmadi (Sekil 17).
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Sekil 17. Farkli toprak sicakligi uygulamalariin siiperoksit icerigine etkisi.
Barlar ortalamalarin standart sapmasini belirtmektedir (n=3). Barlar
uizerindeki farkli harfler, tiim sicakliklar arasindaki onemli farklari
(P<0,05) gostermektedir.

3.3.5. Mietilglioksal igerigi

Dort farkl sicaklik uygulamasi yapilmis bitki gruplarinda en yiiksek MG igerigi asirt
yiiksek sicaklik (80+5°C) uygulamasi yapilmis topraklarda biiyiitiilen bitkilerde bulundu.
Ayni zamanda, diger gruplarla kiyaslandiginda en diisik MG igerigi 40+5°C sicaklik
uygulamasi yapilmis bitkilerde 0lgiildii. Son olarak, 20+£5°C ve 60+£5°C sicaklik
uygulamasi yapilmis bitkilerin MG iceriginde istatistiksel olarak ©Onemli bir fark

g6zlenmedi (Sekil 18).
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Sekil 18. Farkli toprak sicakligi uygulamalarinin MG igerigine etkisi. Barlar
ortalamalarin standart sapmasin1 belirtmektedir (n=3). Barlar
tizerindeki farkli harfler, tiim sicakliklar arasindaki onemli farklar
(P<0,05) gostermektedir.

3.3.6. Yaprak Su Potansiyeli

Dort farkli sicaklik uygulamasi yapilmis bitki gruplarinda en diisiik yaprak su
potansiyeli asir1 yiiksek sicaklik (80+5°C) uygulamasi yapilmis toprakta yetisen bitkilerde
ol¢iildii. Ayn1 zamanda, diger gruplarla kiyaslandiginda en yiiksek yaprak su potansiyeli
40+5°C sicaklik uygulamast yapilmis bitkilerde 6lgiildii. Son olarak, 20+5°C ve 60+5°C
sicaklik uygulamasi yapilmis bitkilerin yaprak su potansiyellerinde istatistiki bir fark
gozlenmeyerek, 40+5°C sicaklik uygulamasi yapilmis bitkilerden daha yiiksek oldugu
bulundu (Sekil 19).



46

Toprak Sicakhig:
20+5°C 40+5°C 60+5°C 80+5°C
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Sekil 19. Farkli toprak sicakligi uygulamalarinin yaprak su potansiyeline etkisi.

Barlar ortalamalarin standart sapmasini belirtmektedir (n=3). Barlar

tzerindeki farkli harfler, tim sicakliklar arasindaki O6nemli farklari
(P<0,05) gostermektedir.
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3.3.7. Stoma Iletkenligi

Stoma iletkenliginin 40+5°C toprak sicakliginda yetisen bitki yapraklarinda diger
gruplardan daha yiiksek oldugu bulundu. Diger taraftan 20+5°C ve 60+5°C toprak
sicakliklar1 arasinda stoma iletkenligi agisindan istatistiki bir fark bulunmadi. En diisiik

stoma iletkenligine ise 80+5°C toprak sicakliginda yasayan bitkilerde rastlandi (Sekil 20).
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Sekil 20. Farkli sicaklik uygulamalarmin stoma iletkenligine etkisi. Barlar
ortalamalarin standart sapmasi belirtmektedir (n=3). Barlar
tizerindeki farkli harfler, tiim sicakliklar arasindaki onemli farklari
(P<0,05) gostermektedir.
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3.3.8. Enzimatik Antioksidanlardaki Degisimler
3.3.8.1. Guaiakol Peroksidaz Aktivitesi
Guaiakol peroksidaz (GPOD) aktivitesinin kontrol grubu bitkilerle kiyaslandiginda

diger yiiksek sicaklik uygulamalarinda arttigi bulundu. Ancak en fazla artisin 40+5°C
toprak sicakligina sahip bitkilerin yapraklarinda oldugu bulundu (Sekil 21).
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Sekil 21. Farkli toprak sicakligi uygulamalarinin GPOD aktivitesine etkisi.
Barlar ortalamalarin standart sapmasini belirtmektedir (n=3). Barlar
tizerindeki farkli harfler, tiim sicakliklar arasindaki onemli farklari
(P<0,05) gostermektedir.

3.3.8.2. Katalaz Aktivitesi

Katalaz (CAT) aktivitesinin 20+£5°C toprak sicaklik uygulamasi yapilmis bitki
gruplan ile kiyaslandiginda diger yiiksek sicaklik uygulamasi yapilmis bitki gruplarinin
yapraklarinda arttig1 bulundu. En fazla artisin ise 40+5°C toprak sicakligi uygulanmis bitki
gruplarinda oldugu kaydedildi (Sekil 22).
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Sekil 22. Farkli toprak sicakligi uygulamalarmin CAT aktivitesine etkisi.
Barlar ortalamalarin standart sapmasini belirtmektedir (n=3). Barlar
tizerindeki farkli harfler, tiim sicakliklar arasindaki 6nemli farklari

(P<0,05) gostermektedir.
3.3.8.3. Siiperoksit Dismutaz Aktivitesi

Kontrol grubu ile kiyaslandiginda 40+5°C ve 80+5°C toprak sicakliginda biiyiliyen
bitkilerin yapraklarindaki siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesinde artis kaydedildi. Diger
yandan kontrol grubu ile kiyaslandiginda 80+5°C toprak sicakliginda yetisen bitki
yapraklarindaki SOD aktivitesinin belirgin bir sekilde arttig1 gézlendi (Sekil 23).
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Sekil 23. Farkli toprak sicakligi uygulamalarmmin SOD aktivitesine etkisi.
Barlar ortalamalarin standart sapmasini belirtmektedir (n=3).
Barlar tizerindeki farkli harfler, tiim sicakliklar arasindaki énemli
farklar1 (P<0,05) gostermektedir.

3.3.8.4. Askorbat Peroksidaz Aktivitesi

Askorbat peroksidaz (APX) aktivitesinin artan yiiksek sicaklik uygulamalar ile
paralel bir artis gosterdigi bulundu. Kontrol (20+£5°C) bitkileri ile kiyaslandiginda en
yiikksek APX aktivitesi 80+5°C toprak sicakliginda yetisen bitki yapraklarinda bulundu
(Sekil 24).
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Sekil 24. Farkli toprak sicakligi uygulamalarinin APX aktivitesine etkisi. Barlar
ortalamalarin  standart sapmasini belirtmektedir (n=3). Barlar
iizerindeki farkli harfler, tiim sicakliklar arasindaki onemli farklari
(P<0,05) gostermektedir.

3.3.8.5. Glutatyon Rediiktaz Aktivitesi

Farkli toprak sicakliginda biiyiitiilen bitki gruplar ile karsilastirildiginda glutatyon
rediiktaz (GR) aktivitesinin 20+5°C toprak sicakliginda biiyliyen bitkilerle kiyaslandiginda
yiiksek sicaklik uygulamlart ile arttigi bulundu. Kontrole gore en yiiksek aktivite 60+£5°C
ve 80+£5°C’deki bitkilerde belirlemek ile birlikte 60+5°C ve 80+5°C’de yasayan bitkilerin
GR aktiviteleri arasinda istatistiki olarak bir fark goriilmedi (Sekil 25).
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Sekil 25. Farkli toprak sicakligi uygulamalarinin GR aktivitesine etkisi. Barlar
ortalamalarin standart sapmasimi belirtmektedir (n=3). Barlar
tizerindeki farkli harfler, tiim sicakliklar arasindaki onemli farklari
(P<0,05) gostermektedir.

3.3.8.6. Monodehidroaskorbat Rediiktaz Aktivitesi

Kontrol (20+5°C) sicakliginda yetisen bitki gruplari ile kiyaslandiginda, 60+5°C ve
80+5°C toprak sicakliklarinda biiyliyen bitki gruplarmin yapraklarinindaki MDHAR
aktivitesinde 6nemli bir artis gézlenirken, 20+5°C ve 40+5°C sicaklik uygulamasi yapilmis

bitki yapraklarinin MDHAR aktiviteleri arasinda istatistiki acidan bir fark bulunmadi

(Sekil 26).
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Sekil 26. Farkli toprak sicakligi uygulamalariin MDHAR aktivitesine etkisi.
Barlar ortalamalarin standart sapmasini belirtmektedir (n=3). Barlar
iizerindeki farkli harfler, tiim sicakliklar arasindaki onemli farklar
(P<0,05) gostermektedir.
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3.3.8.7. Dehidroaskorbat Rediiktaz Aktivitesi

DHAR aktivitesinin kontrol grubu ile kiyaslandiginda 60+5°C ve 80+£5°C gruplarinda
arttig1 ve ancak bu iki grup arasinda istatitiki bir fark olmadig1 saptandi. Ayni zamanda
20£5°C ve 40+5°C sicaklik uygulamasi yapilmig bitki gruplarmin DHAR aktiviteleri
arasinda da istatistiki bir fark bulunmadi (Sekil 27).
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Sekil 27. Farkli toprak sicakligi uygulamalariin DHAR aktivitesine etkisi. Barlar
ortalamalarin standart sapmasini belirtmektedir (n=3). Barlar iizerindeki
farkli harfler, tiim sicakliklar arasindaki oOnemli farklari (P<0,05)
gostermektedir.

3.3.9. Enzimatik Olmayan Antioksidanlardaki Degisimler

3.3.9.1. Askorbat icerigi

Askorbat igeriginin 60+£5°C ve 80+5°C sicaklik uygulamasi yapilmis topraklarda
yetisen bitkilerde kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugu bulundu. 40+5°C sicaklik

uygulamasi yapilmig bitki gruplarinda ise kontrol grubuna gore azaldig1 gozlendi ve bu

diisiisiin 404+5°C’de yasayan bitkilerde daha yiiksek oldugu bulundu (Sekil 28).
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Sekil 28. Farkli toprak sicakligi uygulamalarinin AsA igerigine etkisi. Barlar
ortalamalarin standart sapmasini belirtmektedir (n=3). Barlar tizerindeki
farkli harfler, tim sicakliklar arasindaki onemli farklar1 (P<0,05)
gostermektedir.

3.3.9.2. Glutatyon icerigi

Kontrol grubu ile kiyaslandiginda 80+5°C toprak sicakliginda yetisen bitki
yapraklarma ait GSH igeriginin onemli derecede arttig1 bulundu. Ayni1 zamanda kontrol
grubu 40+£5°C ve 60£5°C toprak sicakliginda yetisen bitkiler ile kiyaslandiginda GSH
igerigi acisindan belirgin bir farka rastlanilmadi (Sekil 29).
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Sekil 29. Farkli toprak sicakligi uygulamalarinin GSH igerigine etkisi. Barlar
ortalamalarin standart sapmasini belirtmektedir (n=3). Barlar iizerindeki
farkli harfler, tiim sicakliklar arasindaki 6nemli farklar1 (P<0,05)
gostermektedir.

3.3.9.3. Toplam Karotenoid I¢erigi

Toplam karotenoid igeriginin kontrol grubu (20+5°C) bitkileri ile kiyaslandiginda
60+5°C ve 80£5°C gruplarinda arttifi bulundu. 40+£5°C toprak sicaklifinda yetisen
bitkildeki toplam karotenoid igerigi diger uygulama gruplar ile kiyaslandiginda istatistiki

olarak dnemli bir degisim goriilmedi (Sekil 30).
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Sekil 30. Farkli toprak sicakligi uygulamalarinin toplam karotenoid igerigine
etkisi. Barlar ortalamalarin standart sapmasini belirtmektedir (n=3).
Barlar iizerindeki farkli harfler, tiim sicakliklar arasindaki Onemli
farklar1 (P<0,05) gostermektedir.

3.3.10. Glioksalaz Sistem Enzimlerindeki Degisimler

3.3.10.1. Glioksalaz I Aktivitesi

Glioksalaz I aktivitesinin 20+5°C toprak sicakliginda yetisen bitkilerde diisiik oldugu
kaydedildi. Ayn1 zamanda artan sicakliklar ile beraber glioksalaz 1 aktivitesinin artig

egiliminde oldugu belirlenerek, en yiliksek aktivitenin ise 80+5°C toprak sicakliginda
yasayan bitkilerde goriildiigii tespit edildi (Sekil 31).
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Sekil 31. Farkli toprak sicakligi uygulamalarinin Glioksalaz I aktivitesine etkisi.
Barlar ortalamalarin standart sapmasini belirtmektedir (n=3). Barlar
uzerindeki farkli harfler, tiim sicakliklar arasindaki Onemli farklari
(P<0,05) gostermektedir.

3.3.10.2. Glioksalaz Il Aktivitesi

Glioksalaz II aktivitesininin 80+5°C sicaklik uygulamasi yapilmis bitki gruplarinda
kontrole gore Onemli derecede arttifi bulundu. 40+5°C sicaklik uygulamasi yapilmis
bitkilerin glioksalaz II aktivitesinde kontrol grubuna gore diisiis kaydedildi. Diger taraftan
20+5°C ve 60£5°C sicaklik uygulamasi yapilmis bitki gruplar arasinda istatistiki bir farka
rastlanmadi (Sekil 32).
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Sekil 32. Farkli toprak sicakligi uygulamalarinin Glioksalaz II aktivitesine etkisi.
Barlar ortalamalarin standart sapmasii belirtmektedir (n=3). Barlar
tizerindeki farkli harfler, tiim sicakliklar arasindaki onemli farklar
(P<0,05) gostermektedir.

3.3.11. Ozmolitlerdeki Degisimler

3.3.11.1. Prolin icerigi

Ozmolit bilesiklerden prolin iceriginin sicakligin artmasi ile daha fazla birikim
gosterdigi bulundu. En diisiikk prolin igerigine 20+5°C toprak sicaklhifinda yasayan

bitkilerde, en yiiksek prolin igerigine ise 80+5°C toprak sicakligindaki bitkilerde rastlandi
(Sekil 33).
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Sekil 33. Farkli toprak sicakligi uygulamalarinin prolin icerigine etkisi. Barlar
ortalamalarin standart sapmasini belirtmektedir (n=3). Barlar tizerindeki
farkli harfler, tiim sicakliklar arasindaki Onemli farklar1 (P<0,05)
gostermektedir.

3.3.11.2. Glisin Betain I¢erigi

Diger bir ozmolit olan glisin betain igerigi 80+5°C toprak sicakliginda yasayan bitki
yapraklarinda, diger toprak sicakliginda yasayan bitki gruplarina kiyasla daha fazla arttigi
tespit edildi. Ayn1 zamanda 60+5°C ve 80+5°C’deki bitki gruplan ile kiyaslandiginda
40+5°C’de yetisen bitkilerdeki glisin betain igeriginin azaldigi bulundu (Sekil 34).
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Sekil 34. Farkli toprak sicakligi uygulamalarmnin glisin betain igerigine etkisi.
Barlar ortalamalarin standart sapmasini belirtmektedir (n=3). Barlar
tizerindeki farkli harfler, tiim sicakliklar arasindaki onemli farklar
(P<0,05) gostermektedir.

3.3.11.3. Toplam Céziinebilir Seker Icerigi

Toplam ¢oziinebilir seker igeriginin kontrol grubu bitkileri ile kiyaslandiginda
yiiksek sicaklik uygulamasi yapilmis topraklarda yetisen bitkilerde asir1 birikime ugradigi
goriildii. Ayrica 60+£5°C ve 80+£5°C’deki bitki gruplari arasinda istatistiki olarak herhangi
bir farka rastlanmadi (Sekil 35).
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Sekil 35. Farkli toprak sicakligi uygulamalarinin toplam ¢oziinebilir seker
icerigine etkisi. Barlar ortalamalarin standart sapmasini belirtmektedir
(n=3). Barlar iizerindeki farkli harfler, tiim sicakliklar arasindaki
onemli farklar1 (P<0,05) gostermektedir.

3.3.12. Absisik Asit Icerigi

Uygulanan dort farkli toprak sicakliginin absisik asit (ABA) igerigi iizerine etkisi
incelendigi zaman, ABA igeriginin artan sicakliklar ile paralel olarak arttigi bulundu.
Ornegin en diisiik ABA igerigine 20+5°C’ de yasayan bitki gruplarinin, en yiiksek ABA
icerigine de 80+5°C’de yasayan bitki gruplarinin sahip oldugu belirlendi (Sekil 36).
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Sekil 36. Farkli toprak sicakligi uygulamalarinin ABA igerigine etkisi. Barlar
ortalamalarin standart sapmasini belirtmektedir (n=3). Barlar tizerindeki
farkli harfler, tim sicakliklar arasindaki onemli farklar1 (P<0,05)
gostermektedir.

3.4. Molekiiler Analizler

3.4.1. Kantitatif Real-Time PCR

HSF4A4, HSFA3, HSF4 genlerinin kantitatif Real-Time PCR amplifikasyonunun
“’Melt Curve’’ (erime egrisi) degerleri sekil 37°de verildi.
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Sekil 37. HSF4A4, HSFA3, HSF4 genlerinin kantitatif Real-Time PCR
amplifikasyonunun Melt Curve degerleri.
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3.4.1.1. HSFA4A Gen ifadesi

Dort farkli sicaklik uygulamalarinin HSFA4A gen ifade seviyesi lizerine etkisine
bakildiginda, kontrol grubu olan 20+5°C bitki grubu ile kiyaslama yapildiginda diger
yiiksek sicakliklarda ifade seviyelerinde bir artisa rastlandi. Bu artislarin 80+£5°C bitki
grubunda en yiiksek oldugu tespit edildi (Sekil 38).
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Sekil 38. Farkli toprak sicakligi uygulamalarinin HSFA4A ifadesine etkisi.
Barlar ortalamalarin standart sapmasini belirtmektedir (n=3). Barlar
uizerindeki farkli harfler, tiim sicakliklar arasindaki onemli farklari

(P<0,05) gostermektedir.

3.4.1.2. HSFA3 Gen ifadesi

Dort farkli sicaklik uygulamalarmin HSFA3 gen ifade seviyesi lizerine etkisine
bakildiginda, kontrol (20+5°C) grubu ile kiyaslama yapildiginda diger sicakliklarda ifade

seviyesinde istatistiki olarak 6nemli bir artisa rastlandi. Bu artisin 80+5°C bitki gruplarinda

daha fazla oldugu tespit edildi (Sekil 39).
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Sekil 39. Farkli toprak sicakligi uygulamalarinin HSFA3 ifadesine etkisi.
Barlar ortalamalarin standart sapmasini belirtmektedir (n=3). Barlar
tizerindeki farkli harfler, tiim sicakliklar arasindaki 6nemli farklari

(P<0,05) gostermektedir.

3.4.1.3. HSF4 Gen ifadesi

Genel olarak bakildiginda, HSF4 gen ifade seviyesi 20+5°C bitki grubu ile
kiyaslandiginda yiiksek sicakliklardaki bitkilerdeki ifade seviyelerinde onemli bir artisa
rastlandi. HSF4 gen ifadesindeki bu artisin 40+£5°C’ de yasayan bitki grubunda daha fazla
oldugu, 60£5°C ve 80+5°C’deki bitki gruplarina ait HSF4 gen ifadesinde istatistiki bir fark

olmadig1 bulundu (Sekil 40).
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Sekil 40. Farkli toprak sicakligi uygulamalarinin HSF4 ifadesine etkisi. Barlar
ortalamalarin  standart sapmasini belirtmektedir (n=3). Barlar
tizerindeki farkli harfler, tim sicakliklar arasindaki O6nemli farklari

(P<0,05) gostermektedir.
3.4.2. Western Blot Analizleri

3.4.2.1. FeSOD Protein Sentezi

Kontrol (20+5°C) grubu bitki yapraklarindaki FeSOD proteininine ait bandin agik
oldugu bulundu. 20+£5°C (kontrol) toprak sicakliginda yetisen bitkiler ile kiyaslama
yapildiginda 40+5°C, 60+5°C ve 80+5°C toprak sicakliklarinda yetisen bitkilere ait FeSOD
proteininin bandiin yogun oldugu ve ancak 80+5°C’de yasayan bitki gruplarinda belirgin

bir sekilde yogun oldugu bulundu (Sekil 41).
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Sekil 41. Farkli toprak sicakligi uygulamalarinin FeSOD proteini iizerine etkisi.
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3.4.2.2. CAT Protein Sentezi

Deney gruplarindan 40+£5°C, 60+5°C ve 80+5°C toprak sicakliginda yetisen bitkilere
ait CAT protein bandinin 20+5°C’de yetisen bitkiler ile karsilastirildiginda yogun oldugu
bulundu. 40+5°C’de yasayan bitki grubunda CAT protein bandindaki asir1 yogun oldugu
belirlendi (Sekil 42).
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Sekil 42. Farkli toprak sicakligi uygulamalarinin CAT proteini tizerine etkisi.

3.4.2.3. GPX Protein Sentezi

GPX protein band1 20+£5°C toprak sicakliklifinda yetisen bitki yapraklarindaki ile
kiyaslandiginda 40+5°C, 60+5°C ve 80+5°C toprak sicakliginda yasayan bitki gruplarinda
yogun oldugu tespit edildi. Ancak 40+5°C bitki grubunda belirgin bir sekilde yogun oldugu
bulundu (Sekil 43).
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Sekil 43. Farkli toprak sicakligi uygulamalarinin GPX proteini iizerine etkisi.
3.4.2.4. GR Protein Sentezi

Yiiksek sicakliklarda yasayan bitkilerdeki GR protein yogunlugunun 20+5°C
sicaklikta yasayan bitkilere oranla daha fazla oldugu tespit edildi. Bu artisin 60+£5°C ve
80+5°C daha yiiksek oldugu bulundu (Sekil 44).
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Sekil 44. Farkl1 toprak sicakligi uygulamalarinin GR proteini lizerine etkisi.



4. TARTISMA

Mevcut ¢alismada, termofil H. thermophilum’ un laboratuvar kosullarinda asiri
yiiksek toprak sicakliginda (80+£5°C) uzun siire canli kaldig1 belirlenmis ve yliksek ve asiri
yiiksek sicakliklarda gelistirdigi tolerans mekanizmasi morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal
ve molekiiler yonden detayl1 bir sekilde aydinlatilmistir.

Yapilan ¢alismada dogal ortamdan toplanan tohumlar laboratuvar kosullarinda
cimlendirilerek dogal jeotermal alandan alinan toprak ortaminda biiyiitiilen bitkiler farkli
toprak sicakliklarina (20£5, 40£5, 60+£5 ve 80+5°C) maruz birakilmistir. Belirtilen bu
sicakliklar, 6zel imal edilmis sicaklik ayarli 1s1 tinitelerindeki saksi topragina 2 haftada 20
°C artirilarak kademeli bir sekilde uygulanmustir. Literatiirde de ¢alismamizdaki gibi
benzer sicaklik uygulamalari yapilmistir. Ornegin salataligin (Cucumis sativus L.) kok
cevresine c¢esitli sicaklik uygulamalart yapilmistir (Al-Rawahy vd., 2019). Ayrica ¢ilek
(Fragaria x ananassa) ve pamuk (Gossypium hirsutum L.) bitkilerinin maruz kaldigi
atmosfer sicakliginin kademeli bir sekilde arttirildig1 ¢alismalar da mevcuttur (Giir vd.,
2010; Ergin vd., 2012).

Calismamizdaki sicaklik uygulamalar1 tamamlandiginda 10 haftalik olan bitki
yapraklarmin sicakliklar1 da kaydedilmistir ve fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler
analizler i¢in bitkilerin yapraklar1 kullanilmigtir. Uygulanan toprak sicakliklarinin
yapraklara ne 6lgiide yansidigini belirlemek i¢in infrared dijital termometre ile yapraklarin
yiizey sicakliklart oOlgiilmistiir. Yaptigimiz Ol¢timlerde 20+5°C, 40+5°C, 60+£5°C ve
80+5°C toprak sicakliginda biiyiitiilen bitki yapraklarinin yiizey sicakliklari sirasiyla
20+0,5 °C, 28+0,4 °C, 32+0,4 °C ve 44+0,3 °C oldugu bulunmustur. Buradan hareketle
calismamizin ilk asamasinda uygulanan dort farkli sicakligin bitkilerde stres etkisi
olusturup olusturmadigini belirleyebilmek i¢in siirgiin ve kok uzunlugu, siirgiin yas ve kuru
agirhgindaki degisimlere, yaprak su potansiyeli ve stoma iletkenliginin yanisira TBARS,
H202, 027, MG gibi reaktif bilesiklerin birikimine bakilmistir.

Yiiksek sicaklik stresi bitkilerde siirgiin ve kok uzunlugunu etkileyerek bitki biiyiime
ve gelismesini 6nemli derecede etkiledigi bilinmektedir (Pregitzer vd., 2000). Bu nedenle
yapilan ¢aligmamizda Oncelikle farkli sicaklik uygulamalari ile siirglin ve kok
uzunluklarinda meydana gelen degisimler belirlenmistir. Siirglin uzunluklarinin 40+5°C

toprak sicakligindaki bitkilerde, 20+5°C, 60+£5°C ve 80+5°C toprak sicakliginda yasayan
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bitkiler ile karsilastirildiginda biiylime ve gelismenin daha fazla olmasi ile iligkili olarak
daha fazla oldugu bulunmustur. Ayrica kok uzunluklarinin da artan sicaklikla beraber
azaldig1 belirlenmistir. Bitkilerin dogal ortamindaki gibi yiiksek sicaklikta koklerin yilizeye
yakin oldugu, derin bir kok sisteminin olmadigi belirlenmistir. Bu veriler bitkilerin kok
biliylimesinin, siirglin gelisimine oranla sicakliktan daha fazla etkilendigini gostermektedir.
Benzer olarak literatiirde bitkilerin toprak sicakligmmin artmasi ile kok ve siirgiin
biliylimesinin azaldigi rapor edilmistir (Awal vd., 2003). Diger yandan, atmosferik sicaklik
stresinin T. aestivum’a ait 4 farkli genotipin siirgiin uzunluklarini olumsuz yo6nde
etkiledigini gozlemlenmistir (Ahamed vd., 2010). Yukarida belirtilen ¢aligmalara ilave
olarak Al-Busaidi vd. (2012) yiiksek atmosfer sicakliginin, Jatropha curcas'ta (biyoyakit
bitkisi) su kaybina neden olarak biiyiimeyi ve biyokiitle {iretimini olumsuz yonde
etkiledigini kaydetmislerdir.

Yiiksek sicaklik stresinden etkilenen bir diger parametre de bitkilerdeki kuru ve yas
agirlik miktarinin azalmasidir (Sharma vd., 2018). Bu nedenle mevcut arastirmada da farkl
sicaklik uygulamalarina maruz kalan bitkilerde siirglin kuru ve taze agirlik miktarlarina da
bakilmig ve en yiiksek siirgiin kuru agirhigin 40+£5°C’ de yasayan bitkilerde, onu sirasiyla
20+5°C ve 60+5°C toprak sicakliginda yasayan bitki gruplarinin takip ettigi bulunmustur.
En disiik stirgiin kuru agirligina ise 80+5°C° de yasayan bitkilerde rastlanilmistir.
Literatiirde ¢esitli sicakliklarda yapilan c¢alismalar da mevcuttur. Ornegin salatalik
fidelerine uygulanan 6 giinliik toprak sicakliklarinin (35-38°C) bitkilerde kok kuru
agirhigini ve yaprak alanmi azalttigi rapor edilmistir (Du ve Tachibana, 1994). Farkli bir
bagka ¢aligmada da musir ve dartya 8 giin boyunca uygulanan 45°C’lik atmosfer sicakligin
kuru agirlik, bagil biiylime hizi ve net asimilasyon oranini diisiirdiigli rapor edilmistir
(Ashraf ve Hafeez, 2004). Ayrica Soengas vd. (2018) 32°C atmosferik sicaklik altindaki
Brassica oleracea bitkilerinin kuru agirhiginin kontrol (20°C) bitkilerine gore artis
gosterdigini belirlemislerdir. Diger bir calismada da Al-Rawahy vd. (2019) da salatalik
(Cucumis sativus L.) bitkilerinin kok ¢evresine uyguladigr ¢esitli sicakliklarin (22, 25, 28,
33°C) siirgiin kuru agirligr iizerine etkilerini degerlendirdiklerinde, artan sicaklik ile
beraber siirgiin  kuru agirliginin  azaldigimi  bulmuslardir. Mevcut arastirmamizda
stirgiinlerin kuru agirliginin yani sira taze agirliklart da 6l¢iilmiistiir. Siirglin taze agirhik
Olglimlerimiz de siirglin kuru agirhik analizlerimiz ile paralellik gostermektedir.
Olgiimlerimizde en yiiksek siirgiin taze agirhg 40+5°C sicaklikta yasayan bitkilerde
bulunmustur. En diisiikk kuru agirliga ise 80+5°C’ de yasayan bitkilerde rastlanilmustir.
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80+5°C’de siirgiin taze ve kuru agirhi@inin diisiik olma nedeninin, yiiksek sicaklik altinda
bitki biiylimesinin yavaglamasindan ve fotosentezin inhibisyonundan kaynakli
olabilecegini sdyleyebiliriz (Hasanuzzaman vd., 2013)

Bitkilerdeki yiiksek sicaklik stresi yaprak senesensi, klorofil yikimi gibi morfolojik
degisimlere de neden olabilir (Allakhverdiev vd., 2008). Ancak ¢alismamizda asir1 yiiksek
sicakliga maruz kalan H. thermophilum bitkilerinde gozle goriliir yiiksek sicaklik
semptomlaria (senesens, yapraklarda renk kaybi) rastlanmamistir. Bulgularimiza benzer
olarak Tian vd. (2009) termofil Agrostis scarba’da 12 giin boyunca 35°C atmosfer sicaklik
uygulamas1 ile (20°C’deki kontrollerine kiyasla) herhangi bir sicaklik stresi hasarina
rastlamamislardir. Bagka bir calismada Rossi vd. (2017) 24°C atmosfer sicakliginda 42 giin
boyunca biiyiitillen bitki grubu ile kiyaslandiginda, sicakliga toleransli Agrostis spp.’nin
tirlerinde 38°C’de bile klorofil kayb1 ve herhangi bir senesens belirtisinin olmadigin
bulmuglardir. Ancak calismamizda uygulanan toprak sicakliklarina benzer bir asir1 yiiksek
sicaklik derecesine literatiirde rastlanilmamigtir. Dolayisiyla H. thermophilum’un
literatlirde rastlanan diger ¢alismalar ile karsilastirildigin da, 40+£5°C, 60+£5°C ve hatta
80+5°C toprak sicakliginda bile bu tip semptomlar gostermemesi ¢ok ilging bir bulgudur.
Bu da H. thermophilum’un yiiksek sicakliga dayaniklilikta ¢ok farkli ve giiglii bir tolerans
mekanizmasina sahip oldugunu gostermektedir.

Yiiksek sicaklik stresinden etkilenen diger parametrelerden birisi de lipid
peroksidasyonundan kaynakli TBARS seviyesindeki artiglardir. Yiiksek sicaklik stresi
altinda TBARS seviyesinin hiicresel oksidatif hasarn en yaygin belirteclerinden biri
oldugu bilinmektedir (Savicka ve Skute, 2010). Mevcut ¢alismamizda TBARS miktarinin
farkl1 sicakliklardaki degisimleri belirlenmis olup, 40+5°C ve 60+5°C toprak
sicakliklarinda biiyiitiilen bitkilerde TBARS igerigi bakimindan istatistiki bir farka
rastlanilmamis olup, ilging olarak 20+5°C ve 80+5°C’de yasayan bitkilerden daha diisiik
TBARS igerdigine sahip olduklari bulunmustur. Ayni zamanda 20+5°C’ de yasayan
bitkilerin TBARS igerigi 80+5°C’de yasayan bitkilerden daha diisiik olup, en yiiksek
TBARS icerigine 80+5°C’de yasayan bitkilerde rastlanilmistir. Yapilan literatiir
aragtirmasinda, Kumar vd. (2012) 11 giin boyunca 40/35°C (giindiiz/gece sicakligi)
atmosfer sicakliginda biiylitiilen ¢eltik ve misir genotiplerinde lipid peroksidasyonunun
kontrol (30/25°C) gruplarina kiyasla arttigini tespit etmislerdir. Giir vd. (2010) 45°C
atmosferik sicakligina 2 saat maruz biraktigi pamuk kiiltiivarlarinda (Gossypium hirsutum

L.) lipid peroksidasyonunun 30°C ve 38°C sicaklik uygulamalarina oranla daha fazla
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arttigin1 bulmuslardir. Yukarida bahsedilen literatiirdeki ¢alismalarda kullanilan sicaklik
uygulamalarinda biiyiik capta hasarlar tespit edilirken, H. thermophilum bitkisi maruz
kaldig1 asir1 yiiksek sicaklikta bile canli kalabildigi ortaya ¢ikarilmastir.

Yiiksek sicaklik stresi altinda H2O2 ve Oz~ gibi ROT’larin miktarlarinda artis
gozlenmesi de sicakliga verilen cevaplar arasindadir. Siiperoksitten daha uzun omiirlii bir
sinyal molekiil olan H,O; en biiyiik ve en kararli ROTlardan birisidir (Slesak vd., 2007).
Mevcut ¢alismamizda da, reaktif oksijen tiirlerinden olan H202 ve siiperoksit anyonu (O27)
iceriklerindeki  degisimler  arastirtlmistir.  Diger  sicaklik  uygulamalar  ile
karsilastirildiginda, toprak sicakliginin 40+5°C oldugu bitki yapraklarindaki H20-
iceriginde istatistiki olarak onemli bir diisiis, 80+5°C toprak sicakliginda yasayan bitki
yapraklarindaki H20; iceriginin de 1ise istatistiki olarak Onemli bir degisim
belirlenmemistir. Ayrica 20+5°C ve 60+5°C sicakliklar altinda yasayan bitkilerde
belirlenen H20- igerigi arasinda istatistiki agidan 6nemli bir farka rastlanmamistir. DAB
boyama ile H20: belirlenmesinde, yapraklarda belirlenen kahverengi lekelerin de 80+5°C
yasayan bitkilerde daha yogun oldugu tespit edilmis olup, bu veriler i¢sel H2O2 miktar
bulgularn ile paralellik gostermektedir. Elde ettigimiz bulgulara benzer olarak Ergin vd.
(2012) Fragaria x ananassa bitki yapraklarni 2 saat boyunca, 10 dak 1°C arttirdigi
(kademeli) 35, 40, 43, 46, 49, 52, 55 ve 60°C atmosferik sicaklik stresine maruz birakmasi
sonucunda 46°C’den sonraki sicakliklarda H>Oz igeriginin arttigin1 bulmuslardir. Bir baska
calismada ise 10 giin boyunca 40/35°C atmosferik sicakliinda H20: diizeyinin
kontrollerine (30/25°C) gore ¢eltik ve misir genotiplerinin yapraklarinda artis gosterdigi ve
ayrica bu artigin 45/40°C'de daha yiiksek oldugu kaydedilmistir (Kumar vd., 2012).

Yaptigimiz analizler sonucu elde edilen Oz~ igerigine ait verilerimiz ile hidrojen
peroksit bulgularimizin benzerlik gdsterdigi bulunmustur. Ornegin 40+5°C sicaklikta
yasayan bitkilerin Oz~ igerigi diger sicaklik uygulamalarina goére azalirken, toprak
sicakliginin 80+5°C oldugu bitkilerdeki Oz~ igeriginin arttig1 belirlenmistir. Ayrica 20+5°C
ve 60+£5°C’de yasayan bitkilerdeki Oz~ igeriginde istatistiki acidan Onemli bir fark
olmadigi tespit edilmistir. Literatiirdeki benzer g¢aligmalara bakildiginda, T. aestivum
fidelerinde 24 saatlik sicaklik (42°C) uygulamasinin Oz~ ve MDA igeriklerinde artig
meydana getirdigini ve oksidatif hasarlara neden oldugu rapor edilmistir (Savicka ve Skute
2010)

Bitkilerde yiiksek sicaklik altinda ROT birikimine benzer olarak metilglioksal

(MG)’nin de hiicrelerdeki redoks regiilasyonunda etkili bir faktor olarak kullanilabilecegi
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on goriilmistiir (Mostofa vd., 2018). Stressiz kosullardaki bir¢ok bitkide MG igeriginin
genellikle diisiik seviyede (30-75 pM) oldugu ancak abiyotik stres kosullarindaki bitkilerde
ise MG igeriginde ciddi bir artis oldugu gorilmistiir (Yadav vd., 2005a; Mostofa vd.,
2015a,b). Calismamizda da yukaridaki literatiir bilgilerine benzer olarak 80+5°C’de
yasayan bitkilerdeki i¢csel MG igerigininde artis (80,744 uM g TA) oldugu bulunmustur.
Mevcut calismada MG konsantrasyonun glioksalaz sistemin ¢alismasiyla kontrol edildigini
sOyleyebilmekteyiz. Glioksalaz I ve Glioksalaz II gibi glioksalaz sistem enzim
aktivitelerinin yiiksek olmasi 40+5°C sicaklikta yetisen bitkilerde MG birikiminin en az
seviyede kalmasini saglamis olabilir. Elde ettigimiz verilere benzer olarak 48 saat boyunca
40°C atmosferik sicakligina maruz kalmis Vigna radiata yapraklarinda da MG igeriginin
arttigi bulunmustur (Nahar vd., 2017).

Bitkilerdeki yaprak su potansiyeli degisen ortam sicakliklarindan en fazla etkilenen
parametreler arasinda gosterilmektedir (Mazorra vd., 2002). Genel olarak, bitkiler suyun
yeterli oldugu ortamlarda dokularindaki su durumlarini sabit tutmaya calisarak yiiksek
sicaklik hasarlarindan korunmaya c¢alisirlar. Nitekim yiiksek sicaklik su kullanimini ciddi
bir sekilde sinirlandirir (Machado ve Paulsen, 2001). Ayrica tarla kosullarinda, yiiksek
sicaklik stresi gogunlukla su durumunun azalmasi ile iligskilendirilmektedir (Simoes-Araujo
vd., 2003). Ornegin, 12 saatlik atmosferik sicaklik uygulamasi (40/35°C) ile seker
kamiginin (Saccharum officinarum L.) yaprak su potansiyelinde keskin bir azalis oldugu
bulunmugstur (Wahid ve Close, 2007). Mevcut calismamizda 40+£5°C sicaklikta yasayan
bitkilerin yaprak su potansiyelinin diger gruplara oranlara daha yiiksek oldugu, 80+5°C
sicaklikta yasayan bitkilerinin yaprak su potansiyelinin ise az da olsa diislis meydana
geldigi bulunmustur. Ayrica yaptigimiz analizler sonucunda 20+£5°C ve 60+5°C sicaklikta
yasayan bitkilerin yaprak su potansiyelleri arasinda istatistiki agcidan énemli bir degisiklik
olmadig belirlenmistir. Soyle ki toprak sicakliklarinin 20+5°C, 40+5°C, 60+5°C ve 80+5°C
oldugu bitkilere ait yaprak su potansiyelleri sirasiyla, -0,7540,02, -0,59+0,08, -0,77+0,02, -
0,86+0,02 MPa oldugu bulunmustur.

Bitkilerde COz alimmi ve transpirasyonu kontrol eden yapilardan birisi de
stomalardir. Stomalar gesitli ¢evresel streslerden bitkileri korumuda ¢ok 6nemli bir role
sahiptir (Zhang, 2008; Kim vd., 2010; Osakabe vd., 2014). Calismamizda yiiksek toprak
sicakliginda biiyiitiilen bitkilerin su durumunu koruyabilme potansiyelini aydinlatabilmek
icin stoma iletkenligi olgtimleri yapilmistir. Uygulama gruplarimiza (20+5, 40£5, 60+5 ve

80+5°C) ait stoma iletkenligi 6l¢iimlerinin sirasiyla 4,1£2, 5,142, 3,842, 3,142 mmol ms?t
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oldugu bulunmugstur. Burada 40+5°C’de yasayan bitkilerin stoma acikliginin diger bitki
gruplarina oranla daha fazla oldugu tespit edilirken, 80+5°C’de yasayan bitkilerin su
kaybmi azaltmak i¢in stoma agikligimi diger sicaklik uygulamalarina gore azalttigi
gozlenmistir. Benzer sekilde Morales vd. (2003) 4 giin boyunca 33°C atmosferik sicaklik
stresi altindaki domates fidelerinde su kaybini 6nlemek i¢in stoma acgikligin1 kapatarak,
iletkenligini diistirdiigiinii bulmuslardir. Ayrica stoma iletkenligi kontroliinlin saglanmasi
kapsamindaki bulgularimizla iligkili olarak, MG’nin stomalarin agilip kapanmasini kontrol
ederek bitki stres cevaplarini diizenledigini (Hoque vd., 2016) sdyleyebiliriz. Soyle ki:
80+£5°C’de yasamini devam ettiren bitki gruplarinda artan MG igeriginin stoma
kapanmasini uyarak stoma iletkenligini diisiirmeye yardimci olabilecegini bdoylece
bitkilerin yiiksek sicakliktan kaynakli su kaybini 6nlemeye ¢alistigini ifade edebiliriz.

Bu asamaya kadar ¢alismamizda yukarida bahsedilen arastirmalardan yola ¢ikilarak,
topraktan uygulanan 80+5°C’nin de dahil oldugu diger tiim sicakliklarda (20+5°C, 40+£5°C,
60+5°C) biiyiiyen bitkilerin yasamlarimi devam ettirebildikleri goriilmiistiir. Gerek
morfolojik gerekse stres parametreleri ile ilgili yapilan analizler ele alindiginda asirt
yiikksek sicaklik kosullarinda Heliotropium thermophilum’da analiz edilen stres
parametrelerinde 6nemli bir degisim olmadigi, sadece bitkilerdeki metabolik aktivitenin
azalmasindan 6tiirii bilylimesinin yavasladigi bulunmustur. Bagka bir ifade ile en yiiksek
sicaklik kosullarinda bile bitkilerin yapraklarinda herhangi bir sicaklik stresi hasari,
senesens, pigment kaybi gibi degisimlerine rastlanmamuistir. Dolayisiyla bitkinin dogal
yayilis gosterdigi 60+5°C’den daha yiiksek bir sicakliga (80+£5°C) bile oldukca toleransl
oldugu, bu kosullarda bile yasamini devam ettirebilecegi anlagilmistir.

Calismamizin ikinci asamasinda ise H. thermophilum’un asir1 yiiksek sicakliga
tolerans mekanizmasini aydinlatmak i¢in antioksidan ve glioksalaz kapasitelerinin
diizenlenmesine, ozmotik ayarlanmaya, hormonal kontrole ve ayrica molekiiler yonden
sicak sok faktorlerinin (HSF’ler) ifade diizeylerine ve bazi antioksidan protein
iceriklerindeki  degisimlere bakilmistir. Bu asamada ilk olarak termofil H.
thermophilum’un yiiksek tolerans saglamada antioksidan ve glioksalaz kapasitenin etkili
olabilecegi hipotezini test etmek i¢in antioksidan sistem enzimlerinden SOD, CAT, APX,
GPOD, GR, MDHAR, DHAR aktiviteleri, AsA, GSH ve karotenoid gibi enzimatik
olmayan antioksidan bilesik igerikleri ve ayrica glioksalaz sistem enzimlerinden glioksalaz

| ve glioksalaz Il aktiviteleri analiz edilmistir.
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Bitkiler, yiiksek sicaklikta ROT birikiminden kaynakli oksidatif strese karsi tolerans
mekanizmalar1 gelistirip ylksek sicakliklarda yasayabilirler. Zirai bitkilerde yiiksek
sicaklik stresine tolerans, antioksidan kapasitede meydana gelen artiglar ile
iligkilendirilmistir (Almeselmani vd., 2006). Cesitli cevresel streslere maruz kalan
bitkilerde enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan savunma sisteminde Onemli
degisiklikler meydana gelmektedir. Antioksidan enzimler (SOD, CAT ve GR) bitki hiicre
bilesenleri iizerinde oksidatif hasarlarin ¢ok diislik bir seviyede tutulmasini saglamaktadir
(Raseetha vd., 2013). Bu sebeple calismamizda SOD, CAT, GR, enzim aktivitelerinin
Ol¢iimiine yer verilmistir. Yapilan c¢aligmalar sonucunda CAT aktivitesinin kontrol
(20+5°C) grubuna gore tiim sicaklik denemelerinde arttii, bu artisin 40+£5°C sicaklik
uygulamasi yapilmis topraklarda biiyiitiilen bitkilerde daha yiiksek oldugu bulunmustur.
SOD aktivitesinin ise diger sicaklik uygulamalari ile karsilastirildiginda 80+5°C sicaklikta
yasayan bitkilerde onemli derecede arttigi belirlenirken, 60+5°C’deki bitki grubu ile
20+5°C ve 40+5°C bitki gruplart arasinda istatistiki acidan 6nemli bir degisim olmadig:
tespit edilmistir. Yapilan calismalarla ¢evresel birgok strese cevap olarak en aktif ¢alisan
enzimlerin CAT ve SOD oldugu ve SOD’un genellikle oksidatif strese karsi ilk savunma
hatt1 olarak kabul edildigi belirtilmistir (Grabowska ve Kunicki, 2013; Zhang vd., 2015).
Bu bilgiden hareketle ¢alismamizda H. thermophilum’un asir1 yiiksek sicakliga toleransi
SOD aktivitesindeki artis ile degerlendirilebilir. Bu enzim, Oz 'nin kendinden daha az
zararli bilesik olan H2O>'ye doniisiimiinii katalize eder ve H202 de APX veya CAT gibi
diger enzimler tarafindan bozularak ROT birikimi hafifletilmis olur. Her iki enzimin
H20.'yi yikima ugratmasina ragmen, CAT'in rolii esas olarak stresli kosullarda ROT
fazlaligim1 noétralize etmek, APX’in ise daha ¢ok sinyallesme i¢in ROT'larin
diizenlenmesidir (Lin vd., 2010). Calismamizda APX aktivitesinin artan sicakliklara
paralel bir artis gosterdigi ve bu artisin 80+5°C toprak sicakliginda biiyiitiilen bitki
yapraklarinda daha fazla oldugu bulunmustur. Balla vd. (2009) da yaptig1 bir ¢calismada
kislik bugdaylara 8 saat boyunca uygulanan 35°C atmosfer sicakliginda APX ve CAT
aktivitelerinin sicakliga iyi tolerans gosteren kiiltivarlarda daha fazla artarak, ROT
iretimine karsi koruma sagladigini agiga c¢ikarmislar ve bdylece antioksidan enzim
sisteminin, yiiksek sicaklik stresine kars1 savunmadaki &nemini gostermislerdir. i¢sel H2O;
igerigini diisiiren bir bagka enzim olan GPOD aktivitesinin 20+5°C’deki bitki grubu ile
kiyaslandiginda sicaklik uygulamas: ile arttigi ve 6zellikle 40+£5°C sicaklik uygulamast

yapilmis bitkilerde daha fazla artis gosterdigi bulunmustur. Diger bir 6nemli antioksidan
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enzim olan GR, glutatyon disiilfidin (GSSG) glutatyona (GSH) indirgenmesini katalize
ederek, GSH seviyesini redoks durumunu ve hiicreleri ROT'a kars1 korumada 6nemli bir
rol oynar (Ding vd., 2016). Calismamizda GR aktivitesinin artan sicakliklarla paralel
olarak arttig1 bulunmustur. Literatiire baktigimizda farkli antioksidan enzimlerin
aktiviteleri sicakliga duyarli oldugunu ve aktivasyonun farkli sicaklik araliklarinda
gergeklestigini ve bazi enzim aktivitelerinin artan sicakliklarla beraber genellikle yiikselis
gosterdigini gorebiliriz. Ornegin, Chakraborty ve Pradhan (2011) Lens culinaris
kiiltivarlarinda yaptigr calismada 20°C (kontrol), 30, 35, 40, 45, 50°C sicaklik
uygulamalarinda (4 saatlik), CAT, APX ve SOD aktivitelerinde 40°C’ye kadar bir artis,
sonraki sicakliklarda azalis gosterdigini, GR aktivitesinin 20°C den 50°C’ye kadar olan
biitiin sicakliklarda azaldigini rapor etmislerdir. Ayrica toplam antioksidan aktivitenin
toleranshi kiiltivarlarda 35-40°C'de ve hassas olanlarda 30°C'de maksimum oldugunu
bulmuglardir. Diger taraftan Almeselmani vd. (2009) de 1 haftalik 35°C atmosferik
sicaklik uygulamasi ile T. aestivum genotiplerinde antioksidan savunma mekanizmasinin,
sicaklik stresi toleransinda 6nemli bir rol oynadigini, SOD, APX, CAT, GR ve POX'un,
sicakliga toleransh kiiltivarda (C 306) gelisimin tiim asamalarinda sicaklik stresine cevap
olarak, anlamli bir sekilde arttifini, hassas tiirde (PBW 343) ise yiiksek sicaklik
uygulamasinda CAT, GR ve POX aktivitelerinde Onemli bir azalma oldugunu
bulmuslardir. Yukarida belirtilen galigmalara ilave olarak sicakliga toleransli B. juncea'da
45°C atmosferik sicaklik altinda SOD, POX, CAT, APX ve GR aktivitelerinin arttig1 da bir
bagka raporda sunulmustur (Rani vd. 2016). T. aestivum fideleriyle yapilan farkli bir
caligmada Hasanuzzaman vd. (2013), atmosferik sicaklik uygulamasinin (38°C, 24 ve 48
saat) APX, GR, GPX aktivitelerinde bir artisa yol actigin1 bulmuslardir. Ayrica antioksidan
faaliyetleri farkli ekinlerin toleransina veya duyarliligina, biiyiime asamalarina ve biiylime
mevsimlerine baglh olarak farklilik gosterdigi de agikca ortaya koyulmustur (Almeselmani
vd., 2006; Chakrabortty ve Pradhan, 2011). MDHAR, DHAR askorbat-glutatyon
dongiisiiniin diger enzimleri arasinda olup tez ¢aligmamizda farkli sicaklik uygulamasina
maruz kalmis H. thermophilum bitkilerinde bu enzimlerin aktiviteleri belirlenmistir.
20+5°C sicaklik grubu ile kiyaslandiginda diger sicaklik uygulamasi yapilmis gruplarda
MDHAR, DHAR enzim aktivitelerinde bir artis goézlenmistir. Ayrica belirtilen artisin en
fazla 60+5°C ve 80+5°C sicaklikta yasayan bitki gruplarinda oldugu kaydedilmistir.

Burada verilen galigsmalar diginda literatiirde yiiksek sicaklik stresine tolerans ile
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antioksidanlardaki artisin pozitif iliski gosterdigine dair ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur
(Almeselmani vd., 2009; Hassanuzzaman ve Hossain, 2012).

Bitki hiicreleri, suda ¢oziinebilir-antioksidanlar glutatyon (GSH) ve askorbat (AsA),
peroksiredoksinler, tioredoksinler ve glutaredoksinler gibi proteinli tiyoller ve NADH ve
NADPH elektron tastyicilariin dahil oldugu redoks bilesenlere sahiptirler. Bu bilesikler
farkli bir¢ok redoks reaksiyonunda yer alip bitkileri oksidatif strese karsi korumaya
calisirlar (Noctor vd., 2018). Hiicresel redoks dengesinin, 6zellikle ROT {iretiminde ve
detoksifikasyonunda rol oynayan faktorler arasindaki etkilesimlerle kontrol edildigi iyi
bilinmektedir (You ve Chan, 2015). Calismamizda farkli sicaklik uygulamalar1 altindaki H.
thermophilum bitkisinde ROT detoksifikasyonunda rol oynayan AsA ve GSH
bilesiklerinin igerikleri belirlenmistir. AsA ve GSH igeriginin artan sicakliklar ile beraber
arttigt  bulunmustur. Askorbat igeriginindeki bu artisin 60+5°C ve 80+5°C toprak
sicakliginda yetisen bitki yapraklarinda daha yiiksek, 20+5°C ve 40+5°C’de ise diisiik
oldugu belirlenmistir. Glutatyon igeriginin ise 80+5°C toprak sicaklifinda yetisen bitki
yapraklarinda daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Yapilan literatiir arastirmasinda, 14 saat
boyunca 46°C atmosfer sicakligina maruz birakilan sicakliga toleransh bir ¢im tiirlinde ise
AsA ve GSH sentezinin artmasiyla daha disik ROT iiretimine rastlanildigi tespit
edilmistir (Xu vd., 2006). Bir bagka ¢aligmada 32°C sicaklik uygulanan Brassica oleracea
bitkileri kontrolleri (20°C) ile kiyaslandiginda, GSH igeriginin arttigt bulunmustur
(Soengas vd., 2018). Literatiirle iligkili olarak ¢alismamizda asir1 yiiksek sicaklikta yetisen
H. thermophilum bitkilerindeki artan AsA ve GSH miktar1 ile ROT birikimi kontrol
edilerek, belirli seviyede tutuldugu ve boylece yiiksek sicakligin bitkiler {izerindeki zararl
etkilerini yatigtirarak bitkilerin 80+5°C toprak sicakliginda bile yasamaya devam
edebildiklerini sdyleyebiliriz.

Karotenoidlerin, cesitli bitki tiirlerini abiyotik ve biyotik streslerden korudugu
bilinmektedir. Ornegin, ksantofil, izopren ve bazi terpenoidler gibi karotenoidler, tilakoid
membranlarin lipid fazin1 stabilize ederek ve fotokoruma sagladigi rapor edilmistir
(Camejo vd., 2006). Yapilan bir calismada B-karoten hidroksilazi (zeaksantin biyosentetik
yolunda aktif olan bir enzim) kodlayan chyB genini asir1 ifade eden Arabidopsis
bitkilerinin, artan sicakliklara daha fazla tolerans gosterdigi ve stresten korunmanin biiyiik
olasilikla, membranlarda oksidatif hasarin Onlenmesinde zeaksantinin etkisinden
kaynaklandig1 one siiriilmiistiir. (Meiri vd. 2010). Mevcut calismamizda ise karotenoid

seviyelerinin dort farkli sicaklik uygulamalari arasinda istatistiki olarak 6nemli bir farka
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rastlanamamistir. Dolayisiyla H. thermophilum’un yiiksek sicaklik toleransinda karotenoid
birikiminin etkin bir rol oynamadigini sdyleyebiliriz.

Bitkilerdeki glioksalaz sistemin farkli fizyolojik rollere sahip olmasinin yani sira
abiyotik streslere karsi gelistirilen adaptasyon stratejilerinde Onemli gorevler yaptig
bilinmektedir (Hoque vd., 2016). Bitkilerde glioksalaz sistemin abiyotik stres
toleransindaki yukarida belirtilen rolinden dolayr c¢alismamizda H. thermophilum
bitkisinin ¢esitli sicaklik uygulamalar1 altinda glioksalaz sistemin verdigi cevaplar da
aragtirllmistir. Arastirmalarimiz dogrultusunda glioksalaz 1, glioksalaz II gibi glioksalaz
sistem enzimlerinin aktivitesinde artis ile MG’nin toksik seviyenin altinda tutulmaya
calisildig: goriilmiistiir. Literatiirdeki ¢aligmalara bakildiginda, Nahar vd. (2015) 24 ve 48
saat boyunca uyguladiklar1 atmosferik sicaklikta (42°C) Vigna radiata Dbitkilerinde
glioksalaz I aktivitesinin arttigini, glioksalaz II enzim aktivitesinin ise azaldigini rapor
etmiglerdir. Mostafa vd. (2014), celtik fidelerinde 42°C (48 saat) atmosfer sicakligin
glioksalaz I ve glioksalaz II aktivitesini 6nemli derecede arttirdigi bulmuslardir. Bir¢ok
caligmada, glioksilaz I ve II aktivitelerinin bitkileri stresten korumada énemli rol oynadigi
ve yalnizca MG'nin detoksifiye edilmesiyle degil, ayn1 zamanda antioksidan sistemler gibi
diger savunma mekanizmalariyla etkilesim igerisinde oldugu ortaya ¢ikarilmistir (Mostofa
vd., 2015). Boylece bu iki sistemin es giidiimlii olarak calismasi oksidatif strese karsi
tolerans gelistirmek icin gerekli oldugunu diisiindiirmektedir (Hasanuzzaman vd., 2012b).
Calismamizda da bu iki sistemin etkilesim igerisinde oldugu agik¢a ortaya koyulmustur.
Glioksalaz II aktivitesinin artisiyla SLG, D-Laktat ve GSH pargalanarak, ¢alismamizdaki
analizlerle uyumlu olarak glioksalaz II aktivitesinin, GR’nin tetiklemesinin yan sira igsel
GSH igerigini artirdig1 tespit edilmistir (Hasanuzzaman vd., 2011). Mevcut calismamizda,
GSH araciligr ile AsA-GSH dongiisiine katilan glioksalaz sisteminin, antioksidan sistemi
tetikleyerek, oksidatif stres hasarlarini yatistirmada etkili olabilecegi agiga ¢ikarilmistir.

Calismamizda H. thermophilum’un yiiksek sicakliga toleransta ozmolit bilesiklerin
rolii olabilecegi hipotezini test etmek icin prolin, glisin-betain, toplam ¢oziinebilir sekerler
gibi ozmolit bilesiklerdeki degisimleri belirleyen analizler yapilmistir. Bitkilerde prolin,
glisin betain, ¢oziinebilir sekerler, seker alkolleri ve tersiyer ve kuarterner amonyum
bilesikleri gibi ozmolitlerin birikimi de yiiksek sicaklik stresine karsi toleransta iyi bilinen
savunma mekanizmalarindan biridir (Sairam ve Tyagi, 2004; Wahid, 2007). Calismamizda
artan sicakligin ozmolit birikiminde istatistiki acidan onemli bir artisa sebebiyet verdigi

goriilmiistiir. Literatiirde asir1 yiiksek sicakliklara maruz kalan bitkilerde ozmolit
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bilesiklerin birikimi veya ozmotik diizenlemenin yapildig1 ifade edilmistir (Sakamoto ve
Murata, 2000). Soyle ki prolin, glisin-betain ve ¢6ziinebilir sekerler, ozmotik aktiviteyi
devam ettirerek, hiicresel redoks potansiyelini tamponlayarak, membran kararlilig
saglayarak veya hiicre su dengesini devam ettirerek yiiksek sicakliklardan bitkileri korurlar
(Farooq vd., 2008).

Yiiksek sicaklik altinda artan karbohidrat kullanilabilirligi de bitkilere yiiksek
sicaklik stres toleransi ile ilgili 6nemli bir fizyolojik 6zellik kazandirabilir (Liu ve Huang,
2000). Diger taraftan yiiksek sicakliga cevaben misir ve seker kamisinda yliksek
seviyelerde glisin betain birikimi rapor edilirken, aksine, piring, hardal, Arabidopsis ve
titlin gibi bitki tiirleri dogal olarak stres kosullarinda glisin betain iliretmedigi rapor
edilmistir (Wahid ve Close, 2007). Calismamizda elde ettigimiz bulgulara gore H.
thermophilum un prolin, glisin betain ve toplam ¢oziinebilir seker gibi ozmolit bilesikleri
asir1 biriktirerek su durumunu kontrol altinda tuttugunu soyleyebiliriz.

Stres hormonu ABA’nin bitki savunma yanitlarinda anahtar rol oynadigi, biyotik ve
abiyotik stresorlere karsi tolerans sagladig: bilinmektedir (Lee ve Luan, 2012). Bu sebeple
caligmamizda H. thermophilum’ un asir1 yiiksek sicakliga toleransinin ABA birikimi ile
iligkisi olabilecegi hipotezini test etmek icin bitki yapraklarindan ABA tayini yapilmis ve
mevcut bulgularimizda ABA igeriginin artan sicakliga paralel olarak bir artis gdsterdigi
bulunmustur. Benzer olarak Musatenko vd. (2003) sicaklik stresi altindaki misir fidelerinde
artan ABA'min misirda termotoleransi indiikledigini bulmuslardir. Yapilan farkli bir
calismada da ABA'nin 45°C (2 saat) atmosferik sicaklik altindaki Phragmites communis’ta
sentezlenme 6zelligi de yliksek sicaklik toleransinda 6nemli oldugu rapor edilmistir (Ding
vd., 2010). Yiksek sicaklik toleransinda ABA’nin roliiniin antioksidan  kapasiteyi
uyararak, sicak sok faktorlerini (HSF’ler) harekete gecirerek veya seker metabolizmasi ve
sinyal iletimi iizerinde etkili olarak saglandigi ve bdylece bitkilerin su durumunun
korundugu rapor edilmistir (Islam vd., 2018). Ustelik ABA nin stomalar1 kapatmaya tesvik
ettigi (Tuteja, 2007) de gbz onilinde bulunduruldugunda, bulgularimizla uyumlu olarak, H.
thermophilum’ da asir1 yiiksek sicaklikta artan ABA igeriginin stoma agikligini azaltarak,
bitki su kaybinin 6niine gegmeye calistigini sdyleyebiliriz.

Mevcut ¢alismamizda H. thermophilum’un asir1 yiiksek sicakliga toleransta
molekiiler mekanizmalar1 harekete gecirip gecirmedigini test i¢in HSF’lerin ifade
seviyelerine ve FeSOD, CAT, GPX, GR protein profillerine bakilmistir. Stres

proteinlerinin asir1 ifadesi, ¢evresel streslere tolerans kazanmak i¢in 6nemli bir adaptasyon
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olarak gosterilmektedir (Wahid ve Close, 2007). Sicak sok proteinleri (HSP'ler) yiiksek
sicaklik stresi ile fazlaca iliskili olsalar da, diger bazi proteinlerin karsilikli etkilesimi de
sicaklik stresine cevapta rol oynayabilir. Sicaklik stresinin ani ve kademeli degisimlerine
maruz kalan bitkilerde HSP'lerin sentezi hizlanarak miktarlarinda asir1 bir artis meydana
gelmektedir (Nakamoto and Hiyama, 1999). Sicak sok proteinlerinin yiiksek sicaklikta
uyarilmasi, hiicre i¢i protein katlanmalarini engeller ve bdylece protein denatiirasyonlarini
azaltirlar (Baniwal vd., 2004). HSP'leri kodlayan HSF genlerinin asir1 ifadesinin bitkileri
olimciil ytiksek sicakliklardan korudugu rapor edilmistir (Scharf vd., 2012). Bu nedenle
calismamizda da H. thermophilum’daki HSF’lerin asir1 ifadesinin yiiksek sicakliga
toleransta rol oynayabilecegi diistiniilmiistiir. Bu amagla H. thermophilum bitkisinde
transkriptom analizlerimiz sonucu tespit ettigimiz HSF ailesine ait HSFA4A 3, HSFA4A
10, HSFA3 2, HSFA3 6, HSF4 2 ve HSF4 10 genlerinin ekspresyon seviyelerindeki
degisimler arastirilmistir. Calismamizda dort farkli sicaklik uygulamasina maruz kalan
bitkilerden belirlenen HSF genlerine ait ifade seviyeleri genel olarak kontrol (20£5°C)
grubu bitkileri ile kiyaslandiginda diger sicaklik uygulamasi yapilan bitki gruplarinda artis
goriilmistiir. Bunlardan HSFA4A 3, HSFA4A 10, HSFA3 2 ve HSFA3 6 genlerinin ifade
seviyelerinin 80+£5°C’de yetisen bitki gruplarinda belirgin bir sekilde arttigi bulunmustur.
Diger yandan HSF4 2 ve HSF4 10 genlerinin ifade seviyelerinin kontrol grubu ile
kiyaslandiginda, diger gruplar arasinda belirgin bir farka rastlanmamigtir. Literatiirdeki bu
konudaki bazi ¢alismalarda, belirli HSF'lerin sicaklik toleransi i¢in daha 6nemli olmasina
ragmen, digerlerinin (HSP101, HSA32, HSFA1, HSFA3) daha az rol oynadigini, bunlarin
nakavt variyantlarin sicakliga toleransi iizerinde ¢ok az etkisi oldugunu kanitlanmistir
(Yoshida vd. 2011). Caligmamizda H. thermophilum bitkisinin HSF4 2 ve HSF4 10
genlerinin 80+5°C toprak sicakligina toleransta daha az rol oynadigimi1 sdyleyebiliriz. Bu
konuda yapilan bir ¢alismada, 1 saat boyunda 45°C atmosfer sicakligina maruz kalmis
transgenik domateste SIHSFAL transkripsiyon faktoriiniin termotolerans saglamada 6nemli
rolii oldugu gosterilmistir (Mishra vd., 2002). Ayrica Arabidopsis ve domateste HSF'lerin,
H20> gibi ROT artislarin1 dogrudan algilayabildigini ve oksidatif stres sirasinda oksidatif
strese cevaptan sorumlu genlerin ifadelerini kontrol edebilen molekiiler sensorler olarak
islev gorebilecegini ortaya ¢ikarmislardir (Miller ve Mittler, 2006; Volkov vd., 2006).
Calismamizda asir1 yiiksek sicaklikta sicak sok faktorlerinin ifade seviyelerinin asiri
artmas1 H. thermophilum’da asir1 toprak sicakligina tolerans saglamada etkili oldugu ve

molekiiler mekanizmalarin da harekete gegirildigi sGylenebilir.
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Bitkilerin yiiksek sicakliga toleransta etkili olabilecegi diisiiniilen bir diger molekiiler
mekanizma da antioksidan sisteme ait bazi enzimlerin (FeSOD, CAT, GPX, GR) protein
profillerinin western blot yontemi belirlenmesi olmustur. Dolayisiyla farkli toprak
sicakliklarinda yasayan H. thermophilum’ da genel olarak 20+5 °C’ de yasayan bitkiler ile
kiyaslama yapildiginda FeSOD, CAT, GPX, GR protein miktarlariin sicaklik
uygulamalar ile arttifi bulunmustur. FeSOD protein miktarinin 80+5°C’de yasayan bitki
gruplarinda daha fazla oldugu, GR protein miktarinin da 60+5°C’ 8045 °C’de yasayan bitki
gruplarinda daha yiiksek artis gosterdigi belirlenmigtir. Ayrica kontrol (20+£5°C)
uygulamalaria gore sicaklik arttikca GPX ve CAT’ a ait protein igeriklerinin de arttigi
ancak bu artisin 40£5°C’de yasayan bitkilerde daha fazla oldugu kaydedilmistir. Elde
edilen verilerden yiiksek sicaklik kosullarinda antioksidanlarin protein igeriklerindeki
degisimler ile antioksidan enzim aktiviteleri arasinda bir paralellik oldugu anlasilmis olup,
yiiksek sicakliga toleransta H. thermophilum’un antioksidan savunma sistemini etkili bir
sekilde uyardigi da bu analizlerle desteklenmistir.

Sonug olarak, mevcut tez ¢alismasi ile endemik ve termofil H. thermophilum’un asir1
yiikksek sicakliga karsi gelistirdigi tolerans mekanizmast morfolojik, fizyolojik,
biyokimyasal ve molekiiler diizeyde ayrintili bir sekilde aydinlatilmaya calisilmistir. H.
thermophilum’un maruz kaldig: dort farkli toprak sicakliginda (20+£5, 40+5, 60+5, 80+5
°C) biiyiime ve gelisimleri incelenerek, 80+5 °C’de dahil biitiin toprak sicakliklarinda
bitkilerin biiyiime ve gelisimlerini devam ettirdigi gézlenmistir. Asir1 yiiksek sicaklikta
(80+5°C) biiylime ve gelisim gosteren bitki yapraklarinda herhangi bir sicaklik stresi
hasar1; senesens, yapraklarda pigment kaybi gibi degisimlere rastlanilmamistir. Ayrica
bitkilerde kademeli olarak artirilan sicaklik stresi H. thermophilum’un yaprak hiicrelerinde
MDA, H202, O2”ve MG gibi reaktif bilesiklerde istatistiksel olarak 6énemli bir artisa neden
olmayarak, hafif stres ile karsilastigin1 sdyleyebiliriz. Dolayisiyla bitkinin dogal yayilis
gosterdigi 60+5°C° den daha fazla toprak sicakliginda (80+5°C) bile yasayabildigi ve
sicakliga oldukga toleransh bir bitki oldugu anlasilmistir. Asir1 yiiksek sicaklikta (80+£5°C)
yasayan H. thermophilum’un diisiik hasarin antioksidan sistem enzim ve bilesiklerinin,
glioksalaz sistem enzimlerinin reaktif bilesikleri siliplirme etkinliklerinin katkisi ile
olabilecegi sonucuna varilmistir. Ayrica H. thermophilum’un asir1 yiiksek sicaklik altinda
prolin, glisin-betain ve toplam ¢6ziinebilir sekerler gibi ozmolit bilesiklerdeki asir1 artig
osmoregiilasyonu uyararak, hiicresel redoks potansiyelini tamponlayarak, membran

kararlilig1 saglayarak ve hiicre su dengesini devam ettirerek yiiksek sicakliktan korunmaya
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yardimci olabilecekleri belirlenmistir. Ayn1 zamanda yiiksek sicaklik kosullarindaki H.
thermophilum un ylksek sicaklifa toleransta i¢csel ABA birikimini uyarmasiyla stoma
acikliginm1  kontrol edebilecegi ve bodylece su durumunun korunmasina da katki
saglayabilecegini de sdylenebilir. Son olarak da H. thermophilum un yiiksek HSF’lerin
ifade seviyelerini 6nemli derecede yiikselterek bitkilerde termotolerans gelisime katki
verebilecegi de tespit edilmistir.

Elde edilen biitiin bulgular gozoniline alindiginda mevcut ¢alisma ile laboratuvar
kosullarinda yetistirilen H. thermophilum’un antioksidan ve glioksalaz sistemi uyararak,
ABA sentezini, HSF’lerin ifade seviyelerini ve ozmolit birikimini &nemli derecede
artirarak asir1 toprak sicakligina (80+5°C) tolerans gosterebilen termofil bir bitki oldugu

sonucuna varilmaistir.



5. SONUCLAR

1. H. thermophilum’un laboratuvar kosullarinda asir1 yiiksek sicakligin (80+5°C) da
dahil oldugu diger toprak sicakliklarinda (20+5°C, 40+5°C ve 60+5°C) hayatini
devam ettirdigi bulundu.

2. Kontrol (20+5°C) grubuna gore yiiksek sicakliklardaki (40+5°C, 60+5°C ve
80+5°C) H. thermophilum’da artan toprak sicakligina bagli olarak herhangi bir
deformasyon, bitki yapraklarinda senesens ve pigment kaybi gibi degisimlere
rastlanmadi.

3. Kontrol (20+5°C) grubu ile kiyaslandiginda artan toprak sicakliklarinda (40, 60,
80£5°C) yetisen bitkilerin kok uzunlugunun azaldigi ve kok uzunlugunun,
slirglin uzunlugundan daha fazla etkilendigi bulundu.

4. Biylime ve gelisime bagli olarak asir1 yiksek toprak sicakligindaki (80+5°C) H.
thermophilum’un siirgiin taze ve kuru agirlik miktarlarinda diistis bulundu.

5. Kademeli olarak artirilan toprak sicaklik stresinin H. thermophilum’un yaprak
hiicrelerinde MDA, H202, O2” ve MG gibi reaktif bilesiklerinin seviyesinde

belirgin bir artisa neden olmadig belirlendi.

6. Dort farkli toprak sicakligi uygulamasi yapilmis bitki gruplarinda en diisiik yaprak
su potansiyeli ve stoma iletkenliginin asir1 yiiksek toprak sicaklik (80+5°C)
uygulamasi yapilmis bitkilerde 6l¢iildii.

7. H. thermophilum’un dogal yayilis gosterdigi 60+£5°C’den daha yiiksek toprak
sicakliginda (80+5°C) bile yasayabildigi ve sicakliga oldukga toleransh bir bitki
oldugu agiga cikarildi

8. H. thermophilum’un antioksidan ve glioksalaz sistem kapasitesini artirarak yiiksek
toprak sicakliklarina (40, 60, 80+5°C) tolerans sagladigi bulundu.

9. H. thermophilum’un prolin, glisin betain ve toplam ¢6ziinebilir seker gibi ozmolit
bilesiklerin birikimini artirarak yiiksek toprak sicakliklarina (40, 60, 80+5°C)
tolerans sagladigi bulundu.

10. H. thermophilum’un ABA igerigini artirarak yiiksek toprak sicakliklarina (40, 60,
80+5°C) tolerans sagladigi bulundu.
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11. H. thermophilum’un HSFA4A, HSFA3 ve HSF4 gen ifadelerini, FeSOD, CAT,

12.

GPX ve GR protein igeriklerini artirarak yiliksek toprak sicakligina tolerans
saglamada molekiiler mekanizmalarin etkili oldugu agiga ¢ikarildi.

Laboratuvar kosullarinda yetistirilen H. thermophilum’un antioksidan ve
glioksalaz sistemi uyararak, ABA sentezini, HSF’lerin ifade seviyelerini ve
ozmolit birikimini 6nemli derecede artirarak asir1 toprak sicakligina (80+5°C)

tolerans gosterebilen termofil bir bitki oldugu bulundu.



6. ONERILER

Bu tez calismasimin bulgularindan yola c¢ikarak, asir1 yiiksek toprak sicakliginda
(80+£5°C) yasayan H. thermophilum’un antioksidan ve glioksalaz kapasiteyi, ozmolit
birikimini, ABA biyosentezini arttirarak, HSF’lerin ekspresyonlarindaki ciddi bir artisa
neden olarak asir1 yiiksek toprak sicakliginda bile (80+£5°C) hayatta kalabildigi kanaatine
varilmistir. Mevcut ¢alisma yiiksek toprak sicakligindaki H. thermophilum’un literatiirle
uyumlu olarak, artan i¢csel ABA ile antioksidan sistemi, ozmolit birikimini ve HSF’lerin
ifade seviyesini uyararak yiiksek sicakliga tolerans saglayabilecegi fikrini akla
getirmektedir. Ancak bu fikirde kesinlige ulasabilmek icin bir takim c¢aligmalar
Onerilmektedir. Bundan sonraki g¢alismalarda, absisik asitin biyosentezinden sorumlu
sentez ve yikim enzimlerinin gen ifade diizeyleri i¢in uygun primerler tasarlanarak, qRT-
PCR ile genlerin ifade diizeylerine bakilabilir. Ayrica antioksidan sistem ve ozmolit
biyosentezi ile iligkili genlerin ifade seviyelerine bakilmasi da, ABA’nin asir1 yiiksek
sicaklia toleranstaki etkin roliinii ortaya koymak icin yararli olacaktir. Diger taraftan
sicakliktan sorumlu farkli proteinleri kodlayan genlerin ifade diizeylerine bakilmasi da
diistintilebilir.

Son olarak da 80+5°C toprak sicakliginda yetistirilen H. thermophilum’un toplam
genom analizi Onerilerek sicakliga tolerans ile iligkili genler belirlenerek patentlemeler

yapilabilir.
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8. EKLER
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Ek 3. Askorbat standart konsantrasyonlari ve standartlardan olusan standart egrisi
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Ek 4. GSH kalibrasyon egrisi
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Ek 5. Prolin standartlar1 ve kalibrasyon egrisi
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Ek 6. Protein standartlar1 ve standartlardan olusan kalibrasyon egrisi
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