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OZET

Yiiksek sicaklik stresinin siiresi ve derecesinin, protein ve 1s1 soku proteinleri (HSP) nin
sentezine etkisi ile birlikte genotipler arasindaki farkliliklarin arastirildigir bu ¢alismada
Balkiz ve Yerel Genotip olmak iizere iki farkli taze fasulye genotipi kullanilmistir.
Genotiplere ait olan fideler torf:perlit:bah¢e topragi (1:1:1) igeren saksilarda 15/30°C
(gece/glindiiz) sicaklikta, ~%65 nemde 5-6 yaprakli oluncaya kadar yetistirilmistir.
Ardindan bitkiler biiylime kabinine alinarak kabin sicakligi 30°C’den baslayarak saatte
2°C artacak sekilde 40°C’e yiikseltilmistir. Bu sicaklikta 2 saat sonunda bitkilerden yaprak
ornekleri alinmistir. Ayn1 uygulama 44 ve 48°C’lik yiiksek sicakliklar i¢in de yapilmugtir.
Uygulamalarin sonunda yaprak dokularinda hiicre membran zararlanmasi, yaprak oransal
su kapsami (YOSK) ve turgor kaybi1 (TK) hesaplanmistir. Yaprak dokularindaki protein
profilleri SDS-PAGE yo6ntemiyle toplam ¢6ziinebilir protein (TCP) miktarlar1 ve prolin
analizi spektrofometrik yontemlerle, yliksek sicaklik sonucu olusan spesifik proteinlerin
degisimi Western Blot yontemiyle belirlenmistir. Yiiksek sicaklik uygulamalarinin artigina
bagl olarak iyon sizintis1 ve TK artmis, YOSK ise azalmistir. Iyon sizintis1 ve TK'nin
Balkiz genotipinde daha yliksek oldugu goriiliirken, YOSK degerinin Yerel Genotip’te
yiiksek oldugu goriilmiistiir. Genotiplerin LTso degerleri belirlenmis ve Balkiz genotipinin
45,3°C degeriyle Yerel Genotip’in 46,2°C degerinden daha diisiik yiiksek sicaklik
toleransina sahip oldugu saptanmigtir. SDS-PAGE ve TCP analizi sonuglarinda stres
etkisiyle bazi proteinlerin yikilirken yeni proteinlerin sentezlendigi gosterilmistir. Yine
artan sicaklikla beraber prolin miktarinin da arttigi gosterilmistir. Ayrica, Balkiz ve Yerel
Genotip’te 40°C’de HSP23 proteininin yiiksek sicakliga tolerans saglamada iligkili
olabilecegi bulunurken daha yiiksek sicakliklarda bir iliski bulunamamistir. Yerel
Genotip’te HSP60 proteinin yliksek sicakliga tolerans saglamada iliskisinin oldugu
bulunurken Balkiz genotipinde 48°C’de yiiksek sicakliga tolerans saglamada bir etkisinin

olmadig1 belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: HSP60, HSP23, Phaseolus vulgaris L., prolin stres.
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SUMMARY

Two different fresh bean genotypes, Balkiz and Local Genotype, were used in this study,
to investigate the effects of the duration and degree of high temperature stress on protein
expression, the ability of plants to synthesize heat shock proteins (HSPs), and the
differences between genotypes. Seedlings belonging to the genotypes were grown in pots
containing peat:perlite:garden soil (1:1:1) at a temperature of 15/30°C (day/night) and a
humidity of ~ 65% until they had 5-6 leaves. Later, the plants were taken to the growth
chamber and the temperature of the cabin was increased from 30°C to 40°C, increasing by
2°C per hour. Leaf samples were taken from the plants after 2 hours at this temperature.
The same application was made for high temperatures of 44 and 48°C. Cell membrane
damage in leaf tissues, leaf proportional water content and turgor loss were calculated at
the end of the applications. Protein profiles in the leaf tissues were determined by SDS-
PAGE method, total soluble protein (TSP) amounts and proline analysis by
spectrofometric methods, and the change of specific proteins resulting from high
temperature by Western Blot method. Due to the increase in high temperature applications,
ion leakage and turgor loss increased, while RWC decreased. While ion leakage and loss of
turgor were higher in Balkiz genotype, RWC value was found to be higher in Local
Genotype. The LTsg values of the genotypes were determined that the Balkiz genotype had
a lower temperature tolerance with 45.3°C value than the 46.2°C value of the Local
Genotype. In the results of SDS-PAGE and TSP analysis, it has been shown that while
some proteins are degraded under the effect of stress, new proteins are synthesized. It has
also been shown that the amount of proline increases with increasing temperature. Besides,
it was found that the HSP23 protein at 40°C in Balkiz and the Local Genotype may be
associated with tolerance to high temperatures, but no relationship was found at higher
temperatures. In the local genotype, HSP60 protein has been found to be associated with
tolerance to high temperature, while it has no effect on tolerating high temperature at 48°C

in the Balkiz genotype.

Key Words: HSP60, HSP23, Phaseolus wvulgaris L., proline, stress.
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1.GIRIS

Stres; bitkilerde metabolik i¢ dengeyi bozan ve genellikle alistirma (aklimasyon)
olarak bilinen siirecte metabolik yolaklarin diizenlenmesini gerektiren biiyliime
kosullarindaki herhangi bir degisiklik olarak tanimlanabilir (Shulaev vd., 2008). Bitkiler
sesil yasam tarzlari sebebiyle siirekli olarak genis bir cevresel stresle karsi karsiya
kalmaktadirlar (Suzuki vd., 2014). Tarimsal faaliyetleri sekteye ugratan, cevre dengesinin
bozulmasina sebep olan kuraklik, tuzluluk, asir1 sicakliklar ve Kimyasal toksisite gibi
abiyotik stresler (Wang vd., 2003), her yil iiriin kalitesi ve veriminde de biiyiik kayiplara
sebebiyet vermektedir (Inze vd., 1995).

Diinyanin bir¢ok yerinde sicaklik stresi biiylik bir sorundur. Sicaklikta gecici bir
yikselme veya sicakligin ortalamanin 10-15°C {izerinde olmasi, sicaklik soku veya
sicaklik stresi olarak kabul edilir (Wahid ve Close, 2007). Yiiksek sicakligin kisa siireli
veya siirekli olarak devam etmesi, bitkilerin yasam dongiilerini olumsuz etkileyen ve
o6nemli verim kayiplariyla sonuglanan morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal degisikliklere
sebep olur (Akarken, 2016; Firmansyah ve Argosubekti., 2020). Yiksek sicaklik;
fotosentez, solunum, su iligkileri ve membran stabilitesi gibi hayati fizyolojik siireclerle
hormon, primer ve sekonder metabolit seviyelerini de olumsuz etkileyebilir
(Hemantaranjan vd., 2014). Diger taraftan yiiksek sicakligin sebep oldugu yanlis protein
katlanmalar1 otofajinin olusumunu uyarmaktadir (Huo vd., 2020). Yiiksek sicakligin
protein denatiirasyonuna sebep olmasi ve membran akigkanligini degistirmesinin yaninda,
metabolik siireclerin genel isleyisini bozarak oksidatif strese de neden olabildigi

bilinmektedir (Hong vd., 2003).

Bitkilerin oksidatif strese girmesiyle birlikte hiicre icerisindeki reaktif oksijen
tirleri (ROS) nin miktar1 artmakta ve bitkinin sahip oldugu antioksidan sistemlerle ROS
tretimi arasindaki deger bozulmaktadir (Yanik vd., 2018). Reaktif oksijen tiirleri
konsantrasyonlari belirli bir esige ulastiginda ise, hiicreler programlanmis bir hiicre 6liimii
yanitin1 baglatmaktadirlar (Jambunathan, 2010). Reaktif oksijen tiirleri, bitki biyolojisinde
hem farkli stres kosullar1 esnasinda hiicrelerde biriken aerobik metabolizmanin toksik bir

yan {lirtinii (Miller vd., 2008), hem de 1s1 soku transkripsiyon faktorlerini (HSFs) aktive
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eden Onemli bir sinyal iletim molekiiliidiir (Soltani vd., 2019). Bu duruma ek olarak 1s1
HSFs’leri ve 1s1 soku proteinlerini (HSP'ler) igeren sicaklik stres tepkisi sinyal iletim
yollarinin ve ¢esitli savunma mekanizmalarinin ROS ile yakindan iliskili oldugu ve stres
tolerans1  saglayarak  bitkilerde savunma mekanizmalarma yardimc1  oldugu

distiniilmektedir (Awasthi vd., 2015).

Bitkinin strese yaniti, stres derecesi ve stres siiresiyle iliskili dinamik bir siirectir
(Kosova vd., 2011). Bitkilerin yiiksek sicaklik stresinde bazi1 6zel proteinler sentezledikleri
son caligmalarla kanitlanmistir (Haliloglu, 2015; Ergin vd., 2016). Hiicrelerde ilk kez
yiiksek sicaklikla ilgili oldugu kesfedilen bir grup protein ailesi olan HSP’ler (Askar vd.,
2007), sicaklik sokunun temel yanitidir (Sanmiya vd., 2004; Biiytik vd., 2012).

Canli organizmalarin ¢ogunda farklit HSP tiirleri tanimlanmistir. Ist soku proteinleri
5 ana smifa ayrilip; HSP70 (DnaK), HSP60 (GroEL ve Saperoninler), HSP90, HSP100 ve
kiigiik 1s1 soku proteinleri (sSHSP) seklinde siniflandirilmaktadirlar (Wang vd., 2004). Is1
soku proteinleri ilk olarak sicaklik ve diger streslerin indiikledigi gen {irlinleri olarak
taninmislardir. Stressiz hiicrelerde bile, basarili katlama, montaj, hiicre i¢i lokalizasyon,
sekresyon, diizenleme ve diger proteinlerin bozulmasinda ¢esitli roller oynadigi ortaya
¢ikmis olup, son yillardaki kesiflerle molekiiler saperon olarak rolleri de 6nemsenmeye
baslanmistir (Feder, 1999; Krishna, 2003). Is1 soku proteini sentezi, hem transkripsiyonel
hem de translasyonel kontrolii igeren karmasik bir yanittir (Howarth, 1989). Ayrica bazi
sHSP'ler membran ile birleserek sicaklik stresi sirasinda zarlari1 erken stabilize edebilen 1s1
sok lipitleri olusturur (Bita ve Gerats, 2013). Is1 soku proteinlerinin molekiil agirliklar1 10-
200 kilodalton (kDa) arasinda olup, sicaklik stresinde sinyal indiiksiyonunda gorevli
saperonlar olarak bilinmektedirler (Al-Whaibi, 2011). Is1 sok proteinlerinin sentezi
ortalama yetisme sicakligimnin 8-10°C {izerinde artmaktadir (Kimpel ve Key, 1985). Isi
soku proteinleri sitoplazma, cekirdek, mitokondri, kloroplast ve endoplazmik retikulum

gibi organellerde bulunabilir (Wang vd., 2004).

HSP60 ve HSP70 ailelerine ait 1s1 soku proteinleri gibi bitki HSP'lerinin ¢esitli
rolleri hakkinda bir¢ok ¢alisma yapilmistir (Banerjee ve Roychoudhury, 2018). HSP70 ve

HSP60, 151 stresi toleransinda 6nemli bir rol oynar ve bitki tiirleri boyunca yiiksek oranda
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korunur (Tiwari vd.,2020). Saperoninler olarak bilinen HSP60 simifi prokaryotlarda
bulundugu gibi Okaryotlarin mitokondri ve plastitlerinde de bulunur. Saperoninler,
katlanmamis veya kismen katlanmis polipeptidleri stabilize ederek agregasyonlarini 6nler
(Hartl ve Martin, 1995). Ayrica Rubisco gibi plastid proteinlerine katilirlar (Hendrick ve
Hartl, 1993; Nakamoto ve Hiyama, 1999; Wang vd., 2004). Bununla birlikte sHSP’ler 15-
40 kDa biiyiikliigiinde olan, ¢ekirdek ve sitoplazmada bulunan ve ayni1 zamanda apoptosis,
farklilasma vb. gibi normal hiicresel fonksiyonlarin gerceklestirilmesini saglayan,
antioksidan 6zelligi de bulunan proteinlerdir (Askar vd., 2007). Baz1 ¢alismalar sHSP’lerin
yiiksek sicakliga karst  proteinlerin agregasyonlarini Onleyen saperonlar oldugunu

gostermistir (Veinger vd., 1998; Diamant vd., 2001).

Taze fasulye igerdigi vitamin (A, B1, B2 ve C vitaminleri), mineral ve protein
bakimindan hayati bir besin niteliginde olup hayvancilikta ise yem olarak
kullanilabilmektedir, ayrica azot fiksasyonu sayesinde topragin verimliliginin artirilmasina
katkida bulunur (Darkwa vd., 2016). Kazik kokleri sayesinde fasulye topraga
derinlemesine niifuz etmekte ve topragin alt tabakasinda biriken besinleri kullanilabilir
seviyeye yiikselterek topragin zenginlesmesini saglamaktadir (Tanriseven, 2020). 19.
yiizyilin sonlarina dogru yapilan arkeolojik ¢aligmalara dayanarak taze fasulyenin gen
merkezinin Giliney ve Orta Amerika olduguna ulasilmistir (Marotti vd., 2006). Elli
Phaseolus cinsi igerisinde bulunan 5 6nemli tiir olan P. vulgaris, P. lunatus, P. coccineus,
P. acutifolius ve P. poliantus ticari agidan degeri yiiksek olanlar olarak bilinmektedirler.
Bu tiirler i¢inde P. vulgaris’ in diinyada yetistirilen baklagillerin %75’ini kapsadigi ve en

fazla yetistirilen tiir oldugu bildirilmektedir (Broughton vd., 2003).

Fasulye diinyanin en biiylik ekim alanina sahip baklagil bitkisi olup yabanci
kokenine ragmen adaptasyon saglayabilmis ve oOzellikle Karadeniz bélgesinde genis
cesitlilik gostermistir (Bozoglu ve Sozen, 2007). Ulkemizde 75 ilimizde fasulye
yetistiriciligi yapilmaktadir (Ton vd., 2014). Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii
(FAO) 2019 verilerine gore diinyada 26,9 milyon ton taze fasulye iiretimi yapilmistir
(FAO, 2021). Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) 2019 verilerine gére iilkemizde 596.074
ton taze fasulye iiretimi yapilmistir (TUIK, 2021). Taze fasulyenin ¢imlenmesi igin

optimum sicaklik 20-30°C araligindadir (Hucl, 1993) ancak iklim degisikligiyle beraber
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yiiksek sicakliklardaki artig baklagil mahsul veriminde sicaklik stresine bagli bir azalma
meydana getirir. Bu zarar; iireme dokularinin bilyliimesi ve gelismesi esnasindaki sicaklik
degisimlerine kars1 bitki hassas oldugu icin Ozellikle meyve-tohum olusumunda daha

fazladir (Ozga vd., 2017).

Ortiialt1 fasulye yetistiriciliginde {iriin verimini ve kalitesini negatif yonde etkileyen
abiyotik stres faktorlerinin en 6nemlisi yiiksek sicakliktir (Kabay, 2018). Ayrica, kiiresel
iklim degisikliginden de kaynaklanan yliksek sicaklik agikta taze fasulye yetistiriciliginde
ve buna bagl olarak veriminde de Onemli bir kisitlama olarak karsimiza c¢ikmaktadir
(Porch, 2006). Bitkilerde yiiksek sicaklik stresine tolerans kazanilmasinda etkili olan
HSP'lerin taze fasulye bitkisindeki roliiniin arastirilmas1 ve genotipler arasindaki farkliligin
ortaya konmasi yiiksek sicakliga toleransli ¢esitlerin gelistirilmesi acisindan Onem
tasimaktadir. Bu c¢alisma, ileride HSP'lerin amino asit dizisinin tespit edilmesi ve bunun
sonucunda taze fasulyede yiiksek sicaklik stresinde etkili olan gen bdlgelerinin

tanimlanmasina yonelik ¢aligmalara temel olacaktir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

Bitki biiylime ve gelismesini etkileyen en 6nemli ¢evre faktorlerinden birisi yiiksek
sicakliktir. Yiksek sicakliklarin; tarimsal verimlilik, ciftlik gelirleri ve gida gilivenligi
acisindan O6nemli sonuglar1 olabilecegi diisiiniilmektedir (Battisti ve Naylor, 2009).
Hiikiimetleraras: Iklim Degisikligi Paneli (IPCC)’ nin raporuna gére, 2016 ve 2035 yillart
arasinda kiiresel olarak 0,3-0,7°C'lik ve bu ylizyilin sonuna kadar ise 0,3-4,8°C'lik sicaklik
artis1 beklenmektedir (IPCC, 2014).

Yiiksek sicaklik stresi bitki metabolizmasinda fizyolojik, biyokimyasal ve
molekiiler baz1 degisikliklere neden olur (Levitt, 1980). Ornek verilmesi gerekirse, yiiksek
sicaklik stresinin bitki tilakoid sisteminin yapisinda degisikler ve diizensizlikler meydana
getirdigi bilinmektedir (Semenova, 2004). Sicaklik stresi aym1 zamanda hiicre iskeleti
yapisini da etkilemektedir (Parrotta vd., 2016). Yiiksek sicaklik, morfolojik olarak biiyiime
ve kuru agirlikta 6nemli azalmaya neden olurken anatomik agidan hiicre boyutunun

kiigtiltiilmesi, stomalarin kapanmasi1 gibi degisiklere neden olabilmektedir (Sailaja vd.,

2014).

Yiiksek sicaklik bitkinin yasam evrelerini kisaltmakta, karbon asimilasyonuyla
iliskili siirecleri degistirmektedir. Ornegin solunumu artirmak igin daha fazla karbon
fiksasyonuna ihtiya¢ vardir fakat yiiksek sicakliklar Rubisco aktivitesiyle beraber
fotosentez islemlerinin 1sitya en duyarli bileseni olan fotosistem-1I'nin kloroplast
igerisindeki etkinligini azaltmaktadir bu sebeple de fotosentez azalmaktadir (Masouleh ve
Sassine, 2020). Yiiksek sicaklik stresi ¢i¢eklerde bulunan stigma yapilarinmi etkileyerek
stigma polen etkilesimini ve etkilesim siiresini azaltir bu durumda basaril bir fertilizasyon
sansin1 azaltabilir (Hedhly vd., 2005). Meyve olgunlagsmasi gibi gelisimsel olaylarin orani
biiyiik 6l¢iide sicaklikla belirlendiginden sicaklikta meydana gelen dalgalanmalar mahsul
verimini etkileyebilir ileri asamada ise ani sicakliklar meyve olusmasini tamamen
engelleyebilir (Adams vd., 2001). Ayrica bitkilerin patojenlere olan duyarlilig1 yiiksek
sicaklik ile artmaktadir (Kiraly vd., 2008).
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Bitkilerde yiiksek sicakliklara uyum saglama sirasinda ortaya ¢ikan degisikliklerin
bircogu geri dontlisiimliidiir. Ancak, eger stresin siddeti ¢cok biiyiik ise geri doniisiimii
olmayan ve bitkinin 6liimiine neden olan degisiklikler ortaya c¢ikabilir. Diger taraftan,
sicaklik stresi, sicakligin yogunluguna (derece sicaklik), siiresine ve sicaklik artis oranina
bagli karmasik bir olaydir yani, uzun siireli daha az sicaklik, kisa siireli yliksek sicaklik
kadar ¢ok zarara yol agabilmektedir (Larcher, 1995). Yapilan ¢aligsmalar, sicaga aligtirilmig
bir bitkinin yiiksek sicaklifa maruz kaldigi zaman yasamini devam ettirebilirken,
alistirilmamis bir bitkinin devam ettiremedigini gostermektedir. Bu durum kazanilmis

termotolerans olarak tanimlanmaktadir (Hasanuzzaman vd., 2013).

Bitkilerin normal biiylime sicakliklarinin iizerindeki sicakliklara maruz kalmasi
hiicre zar1 yapisinda geri donlisiimsiiz degisikliklere ve kararsizliklara neden olmaktadir.
Hiicre membran1 zararlanmasinin Ol¢iilmesinde kullanilan iyon sizintis1 direkt sicaklik
zarariin bir gostergesidir (Arora vd., 1998). Ayrica, diger abiyotik stres faktorlerinde
oldugu gibi yiiksek sicaklik stresinde bitki biinyesinde pek cok metabolik olayin
etkilendigi bir gercektir. Ornegin, yiiksek sicaklik stresi kosullarinin delice ve gayir otu
bitkilerinde yaprak oransal su kapsamini (YOSK) azalttig1, iyon sizintisini ise arttirdigi
tespit edilmistir (Jiang ve Huang, 2001; Xu vd., 2006). Bununla birlikte YOSK'daki
azalma 0On sicaklik alistirmasi uygulanmayan bitkilerde daha fazla olmustur. Gulen ve Eris
(2003, 2004) ise, "Camarosa" ¢ilek ¢esidinde sicakligin kademeli olarak arttirildig: yiiksek
sicaklik uygulamalarinda iyon sizintisinin sok sicaklik stresine maruz kalan bitkilere oranla
daha yiiksek oldugunu belirlemislerdir. Arastirmacilar ¢ilek bitkisinde yiiksek sicaklik
uygulamalarinin  YOSK'n1 azalttigi, turgor kaybmi (TK) arttirdigimi bildirmektedirler
(Gulen ve Eris, 2003; 2004, Giilen vd., 2007; Kesici, 2009; Kesici vd., 2013). Benzer
sonuclar 'Gemlik' zeytin ¢esidinde de elde edilmistir (Cansev, 2012).

Aydogan ve Turhan (2013) ise 'Keklik' barbunya cesidinde yiiksek sicaklik
uygulamalarinin ' YOSK oranin1  azalttigini, buna karsillk TK'ni1 ise arttirdigim
belirlemislerdir. Benzer sekilde bakla genotiplerinde de yiiksek sicaklik uygulamalarina
bagli olarak YOSK'nin azaldigi belirlenmistir (Siddiqui vd., 2015). Yiiksek sicakliklar
transpirasyon oraninda artisa neden olarak YOSK'n1 azaltmakta, TK'n1 ise arttirmaktadir

(‘Yamasaki ve Dillenburg, 1999; Farouk, 2011).
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Iki bugday cesitleri olan Katya (tolerant) ve Sadovo (hassas)’da yapilan kuraklik ve
sicaklik stresi uygulamalarinin birlikte ve ayr1 ayri olarak etkileri incelenmistir. Elde edilen
sonuglara géore YOSK hem ayr1 ayr1 hem de birlikte uygulanan stres kosullarinda azalmas,

iyon sizintis1 ise artmistir (Grigorova vd., 2011).

Bugday fidelerinin artan gece/glindiiz sicakligima maruz birakildigi ¢aligmada
[25/20°C (kontrol), 30/25°C ve 35/30°C] YOSK’nin 30/25°C’de fazla etkilenmedigi ancak
35/30°C’de kontrole kiyasla onemli bir diisiis gosterdigi gozlemlenmistir. Ayrica prolin
icerigi 30/25°C’de 1,5 kat, 35/30°C’de ise 2,2 kat artis gOstermistir (Amirjani, 2012).
Omea vd. (2005)' nin fasulye bitkisinde yapmis olduklari arastirmada, YOSK'nin daha iyi
fotosentetik kosullar olusturmasi agisindan 6nemli rol oynadigi belirlenmistir. Ayrica,
yapraktaki su potansiyelinin azalmasinin sicaklik stresine karsi verilmis bir tepki
olabilecegine dikkat g¢ekilmistir. Yine, ¢avdarda (Lolium perenne L.) yiiksek sicakliga
hassas ve tolerant oldugu bilinen gesitlerle yapilan ¢alismada bitkiler 36°C ve 40°C
sicakliklara maruz birakilmis iyon sizintisinin hassas olan ¢esitte daha yiliksek oldugu

belirlenmistir (Soliman vd., 2010).

Yapilan baska bir ¢alismada ise 10 saat siireyle li¢ farkli sicaklik stresine maruz
birakilmig  (37°C, 42°C, 47°C) zambak (Lilium longiflorum L.) yapraklarinda kontrole
kiyasla 37°C ve 42°C de hafif, 47°C’de 6nemli 6l¢iide iyon sizintisinda artis goriilmiistiir
(Yin vd., 2008). Benzer sekilde, (Agrostis palustris Huds.) ¢im bitkilerinin hassas
Penncross ve tolerant L-93 gesitlerinde yapilan ¢alismada 22°C/16°C (kontrol) yetistirilen
bitkilerin yaris1 35°C/25°C sicakliga maruz birakilmistir. Yapilan analiz sonucu iyon
sizintisinin her iki gesitte de arttig1 fakat bu artisin Penncross’da daha fazla oldugu ortaya

konmustur (Liu ve Huang., 2000).

Prolin, proteinlerin yapisini stabilize eden molekiiler saperon goérevi géren énemli
bir ozmolit olarak kabul edilir (Szekely vd., 2008). Kuraklik, tuz stresi, yiiksek sicaklik,
yiiksek 151k ve UV, agir metaller gibi abiyotik stresler ve biyotik streste prolin miktarinin
arttig1 ve prolin birikiminin, bazi olumsuz ¢evresel kosullarin toleransi i¢in 6nemli oldugu
vurgulanmistir (Szabados ve Savoure, 2010). Prolin, osmo-koruyucu bir madde olarak

hareket etmenin yani sira, bir hidroksil radikal temizleyici ayn1 zamanda bir azot ve enerji
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kaynagi (Claussen, 2005; Mostajeran ve Rahimi-Eichi, 2009; Abraham vd., 2010), ve
metal selatlayici olarak gorev yapmaktadir (Kaur ve Asthir, 2015).

Prolin stirglinlerin apikal meristemleri gibi hizli boliinmeye maruz kalan dokularla
iligkilendirilmis, ciceklenme ve embriyo olusumuna da katkilari oldugu belirtilmistir.
Ayrica polen ve tohumlarda dehidrasyon meydana gelmesi durumunda hiicresel yapilari
korumada gorev yaptigi rapor edilmistir (Lehman vd., 2010). Prolin birikimi sitosolde
meydana gelir. Ayrica prolinin yliksek sicaklik ve kuraklik stresinin meydana getirdigi
hasarin giderilmesinde tuzluluk stresi sonucunda olusan hasara oranla daha etkili oldugu
One sliriilmiistir (Babu ve Deveraj, 2008). Prolin ve hiicrenin boliinme esnasindaki
uzamasi arasinda pozitif bir korelasyon bulunmus olup; bu durumun hidroksiprolin
bakimindan zengin glikoproteinlerin hiicre duvarinin yapisal bileseni olmasindan

kaynaklandig: diisiiniilmektedir (Trovato vd., 2008).

Prolin biyosentezindeki eksiklik, anormal bitkilere ve hiicre duvari kusurlarina yol
acar ve dolayistyla prolinin yapisal proteinler icerisindeki rolii yadsinamayacak kadar
coktur (Kavi Kishor vd., 2015). Ayn1 zamanda prolin strese yanit verecek olan genlerin
diizenlenmesinde yardimci olan sinyal iletim yolaklarinin da aktif bir bilesenidir (Rani ve
Tokas, 2020). Bu 6zelliklere ek olarak prolinin mitokondriyal elektron tasima kompleksini,

membranlar1 ve Rubisco’yu korudugu bilinmektedir (Hayat vd., 2012).

Yiiksek sicaklik stresine maruz kalma siirelerinin etkilerini incelemek amaciyla 4
taze fasulye genotipinde (Cerinza, Bachue, Bacata, Bianca) iki ayri deneme yapilmistir.
[Ik denemede ‘Cerinza’ genotipi ¢imlenmeye bagladiktan 45 giin sonra yiiksek sicaklik
stresine maruz birakilmistir. Bitkilerin bir kismi kontrol sicakligi olan 25/20°C’de
tutulurken, kalan bitkiler 5, 10 ve 20 giin siiresince 40°C sicakliga maruz birakilmistir.
Belirtilen siireler boyunca hergiin 5 saat 40/25°C sicakliga maruz birakilmistir. Ikinci
denemede ise 4 fasulye genotipi ¢imlenmeye basladiktan 45 giin sonrasinda 20 giin
boyunca dort farkli giindiiz sicakligina [kontrol(25/20°C), 30°C, 35°C, 40°C] maruz
birakilmistir. Bu siire icerisinde geceleri ise bitkiler serada kontrol sicakliklarina geri
dondiiriilmiistiir. Ik denemede prolin iceriginin artig1 goriilmiistiir. Ikinci denemede ise

prolin miktari, Cerinza, Bachua, Bacata’da 40°C’de artmistir. Arastirmacilar, Cerinza,
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Bachua, Bacata genotiplerinin uzun sicaklik stresine orta derece toleransli oldugunu 6ne
stirmislerdir (Chavez ve Arias, 2018). Diger taraftan yliksek sicaklik stresine 24 ve 48
saat boyunca (42°C) maruz birakilan Mas fasulyesinin prolin i¢eriginin 6énemli miktarda
arttig1 bildirilmistir (Nahar vd., 2015). Siddiqui vd., (2015) yaptiklar1 ¢alismada Vicia faba
cesitleri icerisinde sicaklik stresine tolerant olarak belirledikleri ¢esidin iyi bir antioksidan
enzim igerigine ve yliksek prolin birikimine sahip olduklarini belirtmislerdir. Yiiksek
sicakliga maruz birakilan Lactuca sativa L. fidelerinde de prolin ve ¢oOziinmiis seker

igeriginde artis gézlemlenmistir (Han vd., 2013).

Harsh vd., (2016) yaptiklar1 calismada Vigna aconitifolia’ nin 37 genotipinde kisa
stireli sicaklik stresinin etkilerini incelemek amaciyla 7 giinliik fideler 1 saat siireyle 42°C
sicakliga maruz birakilmistir. Sicaklik stresi altindaki genotiplerin ¢ogunda toplam seker
ve prolin lizerinde 6nemli miktarda artis ve katalaz (CAT), guakiol peroksidaz (GPOX) ve
stiperoksid dismiitaz (SOD) aktivitesinde artig gozlenmistir. Rizhsky vd., (2004) yaptiklar
calismada 38°C’de 6 saat yiiksek sicakliga ve kurakliga maruz biraktiklart Arobidopsis de
prolin birikmedigi bunun yerine sukrozun osmoprotektan olarak oOne ¢iktigim

belirtmisglerdir.

Rivero vd., (2004) domateste yaptiklari calismada domatesleri iki gruba ayirarak bir
gruba NH; diger gruba NOj ile muamele etmisler ve sirasiyla 10°C, 25°C ve 35°C
sicakliklara maruz birakmislardir. Calismalar1 sonucunda 35°C derecede prolin birikimin
arttigin1  gozlemlemislerdir. Tiitlin bitkisinde sicaklik stresinde prolin ve poliaminin
etkilerinin incelendigi ¢alismada yabani tip (Nicotiana tabacum L. cv. M51) ve transgenik
(35S:P5SCSF129A) tiitlin bitkileri 2 saat ve 6 saat boyunca 40°C sicaklik stresine maruz
birakilmistir. Elde edilen sonuglara gore ilk sicaklik uygulamasinda yani 40°C’de 2 saatte
yabani tipin iist yapraklar1 ve koklerindeki prolin miktar1 kontrole oranla artmis, yabani
tipin aksine transgenik tiitlin bitkilerinin list yapraklarinda ise prolin miktar1 kontrole
oranla azalmustir. ikinci uygulama olan yani 6 saatlik 40°C sicaklik uygulamasinda ise hem
yabani tip hem de transgenik tiitlin bitkilerinin alt yapraklarinda prolin artist

gozlemlenmistir (Cvikrova vd., 2012).
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Serada kontrollii kosullarda yetistirilen hiyar fidelerinde saglikli ve tiyli kif
hastalig1 bulunan (Pseudoperonospora cubensis) yapraklar 1s1 sokuna maruz birakilmistir.
Belirlenen tarihte saat 09.30 sicaklik 33°C’den saat 10.00°da 45°C’ye aniden yiikseltilmis
ardindan saat 12.00°da 48°C maksimum sicaklifa getirilmistir. Elde edilen sonuglarda
hem saglikl1 yapraklar hem de tiiylii kiifle enfekte olmus yapraklar i¢in stomatal iletkenlik,
transpirasyon hizi, antioksidan enzim aktiviteleri, toplam ¢oziiniir seker igerigi, sukroz

igerigi, ¢Oziiniir protein igerigi ve prolin igeriginin arttigi gortilmistiir (Ding vd., 2016).

Yedi giinliikk misir fideleri, farkli zaman araliklarinda (1, 3, 6, 24, 48 ve 72 saat) 1s1
sokuna maruz birakilmis ardindan normal biiyiime kosullarinda 5 giin biiylitiilmiistiir. Elde
edilen sonuglarda prolin igeriginde Onemli bir artis goriilmiis ve 1s1 stresinde prolin

miktarinin artisinin 6nemli bir belirteg olabilecegi one stiriilmiistiir (Hussain vd., 2016).

Gosavi vd., (2014) yaptiklar1 galigmada yiiksek sicaklik stresi altindaki sorgum
genotiplerinde prolin birikiminin ve HSP sentezinin arttigini bildirmislerdir. Is1 sokuna
maruz birakilan Vigna radiata (L.) fidelerinde 40°C, 50°C ve 60°C'de prolin miktarinda
artis gozlemlenmis seker igerigindeki artisin ise yiiksek sicaklik stresi etkisiyle nigasta

parcalayici enzimlerin aktivasyonu ile olabilecegi bildirilmistir (Amutha vd., 2007).

Brassica juncea’nin 50 genotipinde yapilan ¢aligmada dort giinliik fideler 4,5 saat
45°C yiiksek sicakliga maruz birakilmis ve iyon sizintisinin hassas genotiplerde daha
yiiksek oldugu bulunurken, prolin miktarinin tolerant genotiplerde daha yiiksek oldugu
goriilmiistir (Wilson vd., 2014). Yine, arpa (Hordeum vulgare) ve turp (Raphanus sativus)
yapraklarinda, prolin igeriginin 41°C yiiksek sicaklik altinda hafif bir artig gosterdigi
belirlenmistir (Chu vd., 1974). Boériilcede (Vigna unguiculata) yapilan ¢alismada ise
sicakligin  26°C’den 42°C’ye yiikseltilmesi ile prolin sentezinin 2,7 kat arttig
gozlemlenmistir (Mayer vd., 1990).

Yiiksek sicaklia adapte olamayan bitkiler proteinlerindeki yapisal veya
fonksiyonel degisimlerini tamamlayamamaktadirlar (Gulen ve Eris, 2004). Stres
proteinlerinin pek cogu suda ¢oOziinlir oldugu i¢in, hiicresel yapilarin stres toleransina

muhtemelen hidrasyon yoluyla katkida bulunurlar (Wahid ve Close, 2007). Stres
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kosullarinda protein yapilarinin ve fonksiyonlarinin korunmasi hiicrenin yasamini devam
ettirebilmesi agisindan ¢ok onemlidir (Wang vd., 2004). Sicaklik stresi, protein yapist ve
aktivitesi iizerinde de negatif bir etkiye sahiptir (Wery vd., 1993). Stres kosullarinda
protein yapilarinin ve fonksiyonlarinin korunmasi hiicrenin yagamin1 devam ettirebilmesi

acisindan ¢ok dnemlidir (Wang vd., 2004).

Abiyotik stresle basa ¢ikma yollarindan biri stres proteinlerinin sentezlenmesidir
(Wahid ve Close, 2007). Sicaklik stresi sirasinda 6zel bazi proteinlerin sentezlendigi
bilinmektedir ve bu proteinler HSP'ler olarak belirlenmistir (Nakamoto ve Hiyama, 1999).
Ist soku proteinleri ilk olarak 1960’larda Drosophila'da kesfedilmistir. Stres proteinleri
olarak da bilinen HSP’ler tim bitki ve hayvanlarda yiiksek oranda korunmus olarak
bulunmaktadir (Vierling, 1991).

Bitkiler yiiksek sicakliklara maruz kaldiklarinda normal hiicresel proteinlerde
azalma oldugu, buna karsilik HSP'lerde ise artis oldugu belirlenmistir (Giilen ve Eris
2004). Is1 soku proteinleri, normal hiicresel siirecte protein katlanmasi, montaj,
translokasyon ve yikimindan sorumlu iken, stres kosullarinda ise proteinlerin yeniden
katlanmalarini ve denatiirasyonlarini 6nlerler (Hartl, 1996; Boston vd., 1996; Wang vd.,
2004). Is1 soku proteinlerinin, fotosentetik elektron tagima sistemini korumada da gorevli
oldugu bilinmektedir (Maestri vd., 2002). Abiyotik stres kosullarina bitkilerin verdigi
tepkiler ve abiyotik stres toleranslar1 konusunda sHSP ailesi disinda, diger HSP'lerin
roliine nispeten daha az odaklanilmistir ve bu konudaki ¢alismalar olduk¢a sinirl sayidadir
(Wang vd., 2003; Burke vd., 2000; Burke, 2001; Hong ve Vierling, 2000, 2001; Hong vd.,
2003).

Yiiksek sicaklik stresi altinda bazi sHSP’ler, toplam yaprak veya kok hiicre
proteinlerinin %1'ine kadar ulasabilmektedir ve proteinlerin agrege olmasini onledigi,
dogru protein katlanmasini tesvik ettigi diistinlilmektedir. HSP60’1in aksine sHSP’lerin
etkinligi adenozin trifosfattan (ATP) bagimsizdir (Sun vd., 2002). HSP20’ler bitkilerde en
bol bulunan sHSP grubudur. Bitkilerde sHSP’ler, 90 amino asitlik korunmus a-kristalin
bolgesi igermektedir. Bu bdlgenin, saperon rolii oldugu one siirtilmektedir (Scharf vd.,

2001).Yiiksek sicaklik uygulamasi ardindan sentezlenen sHSP’lerin yar1 Omiir siirelerinin
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30-50 saat oldugu ve bu durumun iyilesmede 6nemli olabilecegi belirtilmektedir (Sun vd.,
2002). Yan vd. (2017), Panicum virgatum'da, sicaga ve diger abiyotik stres tiirlerine
duyarl olan 63 adet HSP20 tespit ettiklerini bildirmislerdir. Bu proteinler ayrica strese
duyarl tireme organlarinda da koruma saglamistir. Literatiirde yer alan bir diger ¢alismada,
soya fasulyesinde diisiik molekiil agirlikli HSP grubuna (15-18 kDa) odaklanilmasinin
sebebinin bu proteinlerin acik ara farkla ¢ok sentezlenmesi ve bitkinin evrimi siiresince

korunmasi ile oldugu ifade edilmektedir (Schoffl vd., 1987).

Soya fasulyesi (Glycine max)'nde yapilan g¢alismada, 40°C'lik yiiksek sicaklik
uygulamalarinin normal protein sentezini azalttii, buna karsilik HSP sentezini arttirdigi
bildirilmistir (Lin vd., 1984). Lin vd (2001)’de yayimladiklar1 ¢alismada Arobidopsis
thaliana da yiiksek sicakligin HSP sentezini artirdigini bildirmislerdir. Celtikte N22 ¢esidi
yiiksek sicakliga tolerant bir ¢esit olarak bilinmektedir. Kontrol sicakligindan (29°C), 38°C
sicakliga yiikseltilip 6 saat tutulan N22 cesidi bitkilerinde yapilan analizler sonucunda
HSP’nin yiiksek oranda sentezlendigi tespit edilmistir (Jagadish vd., 2010).

Vierling ve Nguyen (1990), 37°C’ye maruz birakilan Triticum monococcum’ da 17,
18, 22, 27, 70, 84 ve 93 kDa biiyiikliigiinde 1s1 soku proteinleri gozlemlemislerdir. Majoul
vd (2003) e gore 18°C/10°C kontrol sicaklifinda yetistirilen bugdaylar ve 34°C/10°C
sicakliginda yetistirilen bugdaylardaki sonuglarina gore kontrol sicakliginda da HSP’lerin
bulundugu ancak 34°C yetistirilen bugdaylarda bu miktarin arttigini belirlemislerdir.
Tahillarda yapilan c¢alismada (Triticum aestivum L., Triticum durum Desf., Hordeum
vulgare L., Secale cereale L. ve Secale triticale) 40°C'lik sicaklik uygulamasindan sonra
kontrol sicakliginda goriilen bazi protein bantlarina ilaveten 13 farkli protein bandi

saptanmistir (Necchi vd., 1987).

Bezelyede (Pisum sativum) 34, 36, 38 ve 40°C'lik yiiksek sicaklik uygulamalari
sonucunda sicaklik derecesi arttik¢a yapraklarda HSP21 ve HSP70 proteinin arttigt
saptanmistir (Chen vd., 1990). Key vd (1981)’ e gore soya fasulyesi biiylime sicakligi
28°C’den 40°C’e yiikseltildiginde normal protein sentezinin azaldig1 bununla birlikte HSP
sentezinin arttig1 bildirilmistir (Key vd., 1981). Soya fasulyesinde, yiiksek sicakliga

maruz kalmanin ilk 30 dakikas1 boyunca ubikitin ve konjuge ubikitinin biyosentezi, yliksek
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sicakliga toleransin en Onemli mekanizmasi olarak bildirilmistir (Ortiz ve Cardemil,
2001). Misirda (Zea mays L.) 42°C'de 4 saatlik yiiksek sicaklik uygulamasindan sonra
HSP70 proteininin sentezinde bir artis olmadigi, buna karsiik HSP22 proteininin

sentezinde 6nemli derecede bir artis oldugu bildirilmistir (Lund vd., 1998).

Celtikte 87 kDa’luk HSP’nin 1s1 sokunun (40°C) ilk 2 saati igerisinde gegici olarak
sentezlendigi uzun siireli yliksek sicaklik stres kosullarinda veya 4 saatlik 1s1 sokunun

ardindan dahi korundugu ifade edilmistir (Pareek vd., 1998).

Fender ve O'Connell (1989)’¢ gore yiiksek sicakliga tolerant Gossypium hirsutum
ve hassas Gossypium barbadense ile yapilan galismada HSP sentezinin indiiklendigi
sicaklik 37°C olarak ve HSP sentezinin maksimum sentezlendigi sicaklik 45°C olarak
ifade etmistir. Ayrica her iki bitki materyalinde de benzer molekiiler agirliga sahip
HSP’lerin varligi bildirilmistir (97, 92, 86, 78 ~ 67, 26, 24, 19 ve 18 kDa). Ug giinliik misir
fidelerinin koklerinde yapilan ¢alismada sicaklik 25°C’den 40°C’ye yiikseltilmis 25°C’de
gozlemlenen proteinlerin sentezinin 40°C’de de gozlemlendigi belirtilmistir. Ancak
sicaklik gecisinin ilk 20 dakika sonrasinda yeni HSP’lerin indiiklendigi gézlemlenmis ve
bu HSP’lerin molekiiler agirliklar1 87, 85, 79, 78, 77, 72, 70, 27, 22 ve 18 kDa seklinde
bildirilmistir. Sicakligin 25°C'den 45°C'ye kaydirilmasi durumunda ise normal protein
sentezi devam ederken molekiil agirliklar1 83, 81, 68 ve 65 kDa olan proteinlerin

sentezlendigi gozlemlenmistir (Cooper ve Ho, 1983).

Keeler vd., (2000) lima fasulyesinde (Phaseolus lunatus) yaptiklar1 ¢alismada 37
°C'lik yiiksek sicakliga maruz kalan bitkilerde HSP 100/ClpB protein sentezinin artiini
belirlemislerdir. Yiiksek sicaklik uygulamalarinin ardindan Arabidopsis'te HSP'lerin ve 1s1
stresi ile iligkili 32 kDa protein ifadesinin 6nemli 6l¢iide arttig1 gézlemlenmistir (Charng
vd., 2006). Aygicegi (Helianthus annuus) bitkilerine degisen siirelerle (1, 2 ve 3 saat) 49,
50, 51 ve 52°C'lik yiiksek sicaklik uygulamalar1 sonucunda bitkilerde HSP90 ve HSP104
proteinlerinin yiiksek miktarlarda sentezlendigi tespit edilmistir (Kumar vd., 2003).

Uzun stireli yiiksek sicaklik uygulamalarinin ¢ilekteki (Fragaria x ananassa cv.

Camarosa) etkisinin arastirildigi ¢alismada, toplam protein ve DNA igeriklerinin sicaklik
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stresi uygulamalar ve sicaklik artist ile onemli degisiklik gosterdigi bildirilmistir (Giilen
ve Eris 2003). Ledesma vd. (2004), 'Nyoho' ve 'Toyonaka' ¢ilek (Fragaria x ananassa
Duch.) ¢esitlerine 4 saatlik 20, 23 ve 42°C'lik sicakliklar uygulamislardir. Yapilan bu
calismada yaprak ve c¢igek dokularinda her iki ¢esitte de sicaklik stresiyle birlikte pek ¢ok
protein iceriginin azaldigi, buna karsilik sicaklik stresine tepki olarak bazi yeni proteinlerin
ortaya ¢iktig1 saptanmigtir. Bu proteinlerin yapraklarda 19-29 kDa araliginda gigeklerde ise
16-26 kDa araliginda HSP'ler oldugu tespit edilmistir.

Bugdayda (Triticum aestivum L.) tolerant (HD2285) ve hassas (WH542) ¢esitlerde
yapilan ¢alismada bitkiler 2'ser saat 15, 25, 35 ve 45°C'lik sicakliklara maruz
birakilmislardir. Tolerant ¢esidin HSP 100 igerigi biitiin sicaklik derecelerinde hassas
ceside gore daha yiiksek bulunmustur (Sumesh vd., 2008). Giindiiz / gece sicaklik
dongiisiiniin 20/30°C'den 40/50°C'ye degistirildigi Agave deserti, Carnegiea gigantean ve
Ferocactus acanthodes'te on giinliik uygulamanin sonunda her ¢ tiirtinde 25-27 kDa

molekiiler agirliga sahip protein biriktirdigi bildirilmistir (Kee ve Nobel., 1986).

Cilek bitkisinde yiiksek sicaklik stresi kosullarinda toplam protein miktarinin
azaldig1 ve bu azalisin proteinlerin denaturasyonundan kaynaklanabilecegi (Gulen ve Eris,
2004) ve bununla birlikte toplam genomik DNA iiretiminin de énemli bir oranda olumsuz
bir sekilde etkilendigi bildirilmistir (Gulen ve Eris, 2003) . Cilek bitkisinde yapilan baska
bir ¢alismada ise 23 kDa HSP, c¢ilek yaprak dokularmin yiiksek sicaklik toleransi ile
iliskilendirilmistir (Ergin, 2012; Ergin vd., 2016).

Yiiksek sicaklik stresinin dut yapraklarinda da toplam protein miktarini azalttigi,
toplam amino asit miktarini ve prolin birikimini ise, arttirdig1 saptanmistir (Chaitanya vd.,
2001). Benzer sekilde Turhan vd. (2015) tarafindan biber bitkisinde yapilan ¢alismada da
yiiksek sicaklik uygulamalarinin toplam protein miktarini belli sicaklik derecelerine kadar
azalttig1 belirlenmistir. Domateste yapilan bir ¢alismada ise bitkiler 25/18°C giindiiz/gece
sicakliginda yetistirildikten sonra sicaklik kademeli olarak 2 saatte bir 1°C arttirilarak
42°C'ye getirilmis ve bu sicaklikta bitkiler 6 saat tutulmustur. Daha sonra sicaklik tekrar

kademeli olarak diisiiriilerek normal kosullara getirilmistir. Sicaklik  stresinin,
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kloroplastlarda kiiciik molekiil agirlikli HSP'lerin sentezini arttirdigi belirlenmistir

(Heckathorn vd., 1998).

Literatiirde yer alan bir diger bilgi ise HSP lerin, enzimleri ve niikleik asitleri
denaturasyondan koruyarak sicaklik toleransinda rolii oldugudur (Salisbury ve Ross,
1992). Bitkilerde yiiksek sicakliga tolerans ve HSP arasinda korelasyon oldugu
belirlenmekle birlikte (Lee ve Vierling, 2000), sicakliga toleransi saglayan HSP nin
fonksiyonlar1 ile ilgili direkt bir kanit mevcut degildir. Yiiksek sicaklik stresi sirasinda ve
sonrasinda bitki solunumunda elektron transportu olumsuz etkilenmektedir. Stres
durumlarinda elektron transportunun devam etmesi i¢in sHSP’lerin 6nemli oldugu
belirtilmistir. Mitokondrilerin termal toleransi, mitokondriyal HSP birikimini de
etkilemektedir. Yiiksek sicaklik stresi proteinlerin yapisal degisimine yol acar. Bdylece
proteinler denatiire olur, proteolitik enzimler duyarli hale gelir. Yiiksek sicakliga
adaptasyonun gelismesi belli amino asitlerin birbirine goére yer degistirmesi ile
saglanmaktadir. Proteinlerin denatiirasyonu genellikle farkli hiicresel cozeltiler (sekerler,

organik asitler) tarafindan korunmaktadir (Levitt, 1980).

Boliimiimiizde daha once taze fasulye ile yiiksek sicaklik stresi kosullarinda yapilan
caligmalarda; Balkiz, Ferasetsiz ve Yerel Genotip taze fasulye genotiplerinde toplam
protein profilleri gosterilmistir. Genotiplerin profilleri incelendiginde; 27-157 kDa arasi
molekiil agirhigina sahip bantlar oldugu belirlenmistir. Balkiz genotipinde Ferasetsiz ve
Yerel Genotipten farkli olarak 45, 65 ve 78 kDa'luk, Yerel Genotipten farkli olarak ise 34
kDa'luk protein bantlar1 belirlenmistir. Bantlarin yogunlugu her iic genotipte de artan
sicaklik uygulamalarina bagl olarak azalmis, bu azalis 6zellikle 50°C'de belirgin olmustur.
58 kDa biiyiikliiglindeki protein band her ii¢ genotipte de en yogun gdzlenen protein bandi
olmustur. 58 kDa'luk protein bandinin muhtemelen yapisal proteinlerden olusan baskin bir
bant oldugu ve bu bandin 50°C'de tiim genotiplerde azaldig1 belirlenmistir. Diger taraftan
baz1 protein bantlarinin 50°C'de tamamen kayboldugu goriilmiistiir. Ayrica Balkiz
genotipinde 40°C'de 45 kDa'luk protein bandinin sentezlendigi ve 45-50°C'de bu bantin
tekrar kayboldugu belirlenmistir. Protein bantlarinda yiliksek sicakliga bagli olarak
meydana gelen bu azalmanin, artan sicakliklarda protein yapisinin bozulmasindan

kaynaklandig1 diistiniilmektedir (Tokyol, 2016; Tokyol ve Turhan, 2019).
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Literatiirde konu ile ilgili yapilan ¢aligmalarda da benzer sonuclar alinmistir.
Yiiksek sicaklia tepki olarak yeni proteinlerin sentezlendigi ve yiiksek sicakliklara bagl
olarak protein bantlarinda azalmalar ve neredeyse tamamen kaybolmalarin oldugu
bildirilmektedir (Ergin, 2012). Ayrica, domateste SHSP’lerin (Heckathorm, 1998; Turhan
vd., 2014) ve ¢ilekte 26 kDa’luk bir sHSP proteininin yiiksek sicakliklarda tespit edilmesi
yiiksek sicakliga bir tepki olarak gosterilmektedir (Ledesma, 2004) Ote yandan Ergin
(2012) kademeli ve sok yiiksek sicaklik uygulamalarinda ¢ilek yapraklarinda 23 kDa’luk
HSP60 proteininin yiiksek sicakliklarda (46°C'den itibaren) biriktigini belirlemistir. Benzer
sekilde Turhan vd. (2015) yiiksek sicaklik stresi kosullarinda biber bitkisinde 7-54 kDa
aras1 biiyiikliikte degisen bantlar tespit etmisler ve 40 kDa biiyiikliigiinde HSP proteinin
yiiksek sicakliga toleransla iliskili olabilecegine dikkat ¢ekmislerdir.
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3.MATERYAL VE YONTEM

Bu calisma; 2019-2020 yillarinda Eskisehir Osmangazi Universitesi Ziraat

Fakiiltesi Tarimsal Biyoteknoloji Boliimii sera ve laboratuvarlarinda yiirtitiilmiistiir.

3.1 Materyal

Denemede 2 farkli taze fasulye genotipi olan Balkiz ve Yerel Genotip

kullanilmistir. Kullanilan genotiplerin adlar1 ve orijinleri Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3. 1. Arastirmada kullanilan taze fasulye genotiplerinin orijinleri.

GENOTIP ORIJINI
Balkiz Samsun-Bafra
Yerel Genotip Mersin

3.2. Yontem

3.2.1. Denemenin Kurulusu

Denemede torf, perlit ve toprak (1:1:1) karisimi yetistirme ortami olarak
kullanilmistir. 14x12 cm ebatlarindaki saksilara hazirlanan karisim doldurulmustur. Tohum
ekimi her saksida 1 bitki olacak sekilde yapilmistir. Fideler 5-6 yaprakli doneme gelinceye
kadar ortalama 4 hafta boyunca, ~%65 oransal nemde, 15-30°C (gece-giindiiz) sicaklikta

kontrollii serada yetistirilmistir (Sekil 3.1).
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Sekil 3. 1.Taze fasulye bitkilerinin genel goriiniimii

3.2.2. Yiiksek sicaklik uygulamalar

Yiiksek sicaklik uygulamalari icin serada kontrollii kosullarda yetistirilen saksili
fasulye bitkileri laboratuvardaki iklimlendirme kabinine (DAIHAN WGC-1000, South
Korea) yerlestirilmistir. % 65 nem ve 450 pmol m?s-* 1s1k siddetinin uygulandig1 (Tokyol
ve Turhan, 2019) kabinin sicakligi 30°C' den baslayarak saatte 2°C arttirilarak 40°C' ye
kadar ytikseltilmistir. Ayn1 uygulama 44 ve 48°C'lik sicaklik dereceleri i¢in de yapilmistir
(Sekil 3.2). Her sicaklikta, 2 saatlik siireler sonunda 6rnek alinmistir. Her uygulama
sonunda genotiplerin goriiniimii Sekil 3.3’te verilmistir. Deneme 3 tekrarlamali olarak
gerceklestirilmistir. Her sicaklik kademesinde bitkilerden alinan geng yaprak orneklerinin
bir kismt1 hiicre membran zararlanma oraninin belirlendigi iyon sizintisi testi, YOSK ve TK
Olctimlerinde kullanilirken diger kismi ise sivi azot igerisinde dondurularak toplam
¢Oziinebilir protein (TCP), prolin, SDS PAGE ve Western blot analizleri i¢in -80°C' de

derin dondurucuda muhafaza edilmistir.



19

i | i iiii |
‘ | | CERELLLLI T

‘;’m “

Sekil 3. 3. Taze fasulye bitkilerinin yiiksek sicaklik uygulamalar1 sonunda gériiniimii a)
Balkiz Genotipi, b) Yerel Genotip
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3.2.3. incelenen parametreler

3.2.3.1. Hiicre membran zararlanma orani

Hiicre membran zararlanmasinin tespiti i¢in Arora vd. (1998)' nin yontemi esas
alinmistir. Geng yapraklar yiiksek sicaklik stresine daha duyarli olduklari i¢in iyon sizintisi
Olciimiinde kullanilmistir (Rehman vd., 2016). Hiicre membran zararlanma oraninin
belirlenmesi i¢in yapilan ¢alismada; her bir fasulye genotipinin kontrol ve yiiksek sicaklik
uygulanmis 6rneklerinden 5’er tekerriir olmak {izere 1,5 cm’ lik yaprak diskleri alinmistir.
Almman diskler once saf suda yikanip ardindan, havlu pecgetelerde zarar vermeden
kurulanmis ve deney tiiplerine aktarilmistir (her tiipe 1 yaprak diski aktarimi yapilmistir).
Yaprak disklerine 10 mL saf su eklenmistir. Ornekler 4 saatlik siire boyunca orbital
calkalayicida (Thermo SCIENTIFIC,4334,USA) inkiibasyona birakilmistir. Meydana
gelen iyon sizintisi Orneklerin elektriksel iletkenligi EC metre (Mettler-Toledo,
SevenCompact Conductivity S230, Switzerland) ile o6l¢iilerek belirlenmistir. Daha sonra
ornekler otoklavda (ALP, CLG-32L, Japan) 121 °C'de 15 dakika tutularak dokularin
oldiiriilmesi saglanmistir. Otoklavdan c¢ikarildiktan sonra ornekler 4 saat siire ile orbital
calkalayicida inkiibasyona birakilmis ve sonra yine EC metre ile ikinci okuma yapilmistir.

Iyon sizintis1 degerleri asagidaki formiile gore hesaplanmustir:
3.1: % Iyon sizitis1 = (0.D1/0.D,) x 100
Denklemde, O.D1 = 1. Okuma Degeri, O.D2= 2. Okuma Degeri temsil etmektedir.
3.2: % Zararlanma = [(Iyon s1z. (U.) - % lyon s1z. (K / 100 - % Iyon s1z. (K.)] X 100
Denklemde, U= Uygulama, K= Kontrol uygulamalarini temsil etmektedir.
Bu yontemle genotiplerin hiicre membran zararlanma oranlar1 (%) belirlenerek
yiiksek sicaklik toleranslart saptanmistir. Ayrica LTso (Lethal temperature: bir

popiilasyondaki bireylerin %50’sinin yiliksek zarara maruz kaldigi veya o6ldiigii sicaklik

derecesi) degeri hesaplanmistir.
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3.2.3.2. Yaprak oransal su kapsami (YOSK) ve turgor kaybi (TK)

Yiiksek sicaklik stresine maruz birakilan bitkilerde YOSK ve TK Barr ve
Weatherley (1962)'e gore belirlenmistir. Alinan yaprak 6rneklerinden 1,5 cm ¢apli 3' er
disk cikartilmig; disklerin oncelikle taze agirliklari, 4 saat saf suda bekletildikten sonra
turgor agirliklart ve 70°C' deki etlivde 24 saat tutulduktan sonra kuru agirliklari
kaydedilmistir. Elde edilen verilere gore YOSK ve TK degerleri hesaplanarak degerler %
olarak ifade edilmistir.

3.2.YOSK= (Y. A-K.A)/(T.A-K. A)
3.3: TK=(T.A-Y.A)/T.A. X 100
Denklemde, Y. A.= Yas Agirlik, K. A. = Kuru Agirlik, T. A. = Turgor Agirlig1 degerlerini

temsil etmektedir.

3.2.3.3 Prolin analizi

Prolin ekstraksiyonu ve prolin miktarinin belirlenmesinde Bates vd. (1973)’nin
gelistiridigi yontem kullanilmistir. Reaksiyonun temeli prolin aminoasidinin ninhidrinle
renk tepkimesi vermesi sonucu pembe (menekse mor) renkli bilesik olusturmasidir.
Orneklerin ekstraksiyonu igin gereken %3’liik siilfosalisilik asit ile prolin miktarinin
belirlenmesi i¢in gereken ninhidrin reaktifi bir giin 6nceden hazirlanarak 4 °C de
dinlenmeye birakilmistir. Ninhidrin reaktifinin hazirlanmasi asagidaki kimyasallarin hot

plate de ¢ozdiiriilmesi ile olusturulmustur;

* 1,25 g ninhidrin,
» 30 mL asetik asit
» 20 mL 6M fosforik asit.

Prolin analizi i¢in, -80 °C’de tutulan bitki materyalinden 200 mg alinarak 1 mL
%?3’liik stilfosalisilik asit ile homojenize edilmis ve 1,5 mL lik tiiplere aktarilarak 5000g ve
4 °C’ de 15 dakika santrifiijlenmistir. Olugan 200 pL siipernatant 2 mL lik test tliplerine
aktarilmistir. 200 pL siipernatant, 400 pL ninhidrin reaktifi, 400 pL asetik asit ve 200 puL



22

stilfosalisilik asit iyice karistirtlmistir. Hazirlanan karisim su banyosunda 100 °C de 1 saat
tutulmustur. Ardindan 6rnekler buza alinmig 2 mL toluen eklenerek 4000g de 20 saniye
santrifiijjlenmistir. Tiim siipernatantin cam kiivete ¢ikarilmasiyla birlikte 520 nm dalga
boyunda spektrofotometrede prolin miktar1 dlglimii yapilmistir. Kor 6rnek olarak 1 mL
toluen Kkullanilmigtir. Prolin miktariin hesaplanmasinda 0, 5, 10, 20, 40, 80 pg prolin

iceren standartlar kullanilmistir.

3.2.3.4 Toplam coziinebilir protein (TCP) analizi

Toplam ¢oziinebilir protein ekstraksiyonu Shen vd.'nin (2003) yonteminde bazi
modifikasyonlar yapilarak gerceklestirilmistir. Toplam ¢dziinebilir protein analizi i¢in
oncelikle 50 mL ekstraksiyon ¢ozeltisi hazirlanmis ve pH degeri 2-Morfolinoetansiilfonik
asit monohidrat (MES) kullanilarak 7,8’¢ ayarlanmustir. Ekstraksiyon ¢ozeltisinin

bilesenleri agagida verilmistir:

 25mM Tris base 0,151g

* 275mM Sakkaroz 4,705¢

*2mM EDTA 1mL (0,1M stok EDTA ¢6zeltisinden)
«10mM DTT 0,0771g

* 0,5mM PMSF 0,25mL (0,1M stok PMSF ¢ozeltisinden)
* %1 PVPP 0,59

Ekstraksiyon i¢in ~ 250 mg bitki materyali 1 mL ekstraksiyon ¢ozeltisi ile birlikte
bir havana alinmis ve homojenize edilmistir. Homojenize edilen 6rnekler 10000 rpm’de 4
°C’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij isleminden sonra olusan tistteki sivi fazdan 5-
10 pL alinarak TCP miktar1 595 nm dalga boyunda Bradford (1976) yontemine gore
belirlenmistir. Standart olarak 0, 4, 8, 10,20 40,60 ug/uL’lik Bovine Serum Albumin
(BSA) ¢ozeltileri kullanilmustir.

3.2.3.5 SDS-PAGE analizi

Yaprak dokularinda protein profilleri SDS-PAGE yontemiyle belirlenmistir. SDS-

PAGE analizinin yapilabilmesi amaciyla her bir 6rnek i¢in 10 pg protein icerecek sekilde
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hesaplama yapilmistir. Toplam hacmin 1/6’s1 kadar 6XSample Buffer oneklerin {izerine
eklenerek, orneklerin hacmi esitlenecek kadar ultra saf su ilave edilmistir. Proteinlerin
denatiirasyonunu gerceklestirmek i¢in 6rnekler 3 dakika 100 °C suda tutulmustur. Kisa
siireli vortekslenen ornekler 5 saniyelik santrifiij uygulanmasinin ardindan SDS-PAGE
analizi i¢in yiiklenmeye uygun hale getirilmistir (Shen vd., 2003). Mini PROTEAN Tetra
(Bio-Rad) elektroforez sistemi SDS-PAGE analizinin yapilmasinda kullanilmistir. SDS-
PAGE jeli, %12,5'luk ayirma jeli ve %4'liik yiikleme jelinden olugsmaktadir. Jel kalinliginin

0,75 mm olmasin1 saglayan jel kasetleri kullanilmistir.

% 12,5 ayirma jeli bilesenleri:

« Saf su 1000 puL

« 1 M Tris-HCI pH 8,8 2200 pL
* % 1 SDS 600 pL

* % 36 Acrylamide/Bis (29:1) 2100 pL
* % 3 Amonyum persiilfat 100 uL
- TEMED 4L

Yukarida verilen ayirma jeli bilesenlerinin karistirilmasinin hemen ardindan mikro
pipet aracilifiyla jel kaseti igerisine 3,5 mL dokiilmiistiir. Jelde bir sizint1 olup olmadigi
kontrol edilmis ve jelin havayla temasinin 6nlenmesi amaciyla 200 pL saf su eklenerek 40-

45 dakika boyunca jelin polimerlesmesi saglanmustir.

% 4 ornek yiikleme jeli bilesenleri:

* Saf su 1662 pL
* 1 M Tris-HClI ph 6,8 620 puL
* %36 Acrylamide/Bis (29:1) 500 uL
* %3 Amonyum perstilfat 25 uL

* TEMED 4 uL
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Sekil 3. 4. Polimerize olan jellerin tank igerisine yerlestirilmesi ve Ornek ytlikleme.

Polimerize olmus ayirma jeli iizerindeki ultra saf suyun kaba filtre kagidi ile
alinmasinin ardindan yiikleme jeli mikro pipet araciligiyla 1 mL olacak sekilde
dokiilmistiir. Taraklarin yerlestirilmesinin ardindan jelin polimerizasyonu igin 40-45 dk
beklenmistir. Siirenin tamamlanmasinin ardindan jel kasetleri tank igerisine yerlestirilerek
elektroforez islemi i¢in hazir hale getirilmistir (Sekil 3.4). Elektroforezde kullanilacak olan
yiirlitme tamponunun hazirlanmasi i¢in asagidaki kimyasallar kullanilmistir (1L, 10X).

Hazirlanan ¢ozelti kullanim esnasinda 1X’e seyreltilmistir.

250 mM Tris base 309
1,92 M Glycine 144 g
* % 0.5 SDS 5¢g

Bio-Rad PowerPac™ Basic gii¢ kaynagi ile jele 150 V ve 40 mA’lik elektrik akimi
saglanarak orneklerin jelde yiiriitiilmesi 1 saat 20 dk sonunda tamamlanmistir. Elektroforez
islemi oda sicakliginda yapilmistir. Jeldeki toplam protein bantlarinin goriintiillenmesi
“Coomassie Brillant Blue G-250 (1:4, metanol: boya soliisyonu) ¢ozeltisi ile saglanmistir.
Gece boyunca ¢alkalayicida birakilan jellerin boya ile boyanmasi saglanmistir. Koyu mavi

renk ile boyanan jellerdeki fazla boyanin uzaklastirilmasi i¢in dncelikle 3 kez saf su ile
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yikama iglemi yapilmis daha sonra % 25°lik methanolde 5 dk bekletilmistir. Ardindan yine
3 kez saf su ile yikama islemi yapilmistir. Bu islemin ardindan protein bantlar
goriintiileme sistemine (Vilber, Quantum ST4 Gel Imaging System, Fransa) alinarak
incelenmistir. Orneklerin molekiil agirliklarmim belirlenmesi icin elektroforez sirasinda
SDS-PAGE molekiiler agirlik standardi (BioRad, Precision Plus Protein Unstained
Standart) kullanilmis ve bu sayede molekiil agirliklar1 bilinen bantlar temel alinarak

orneklere ait protein bantlarinin molekiil agirliklar1 hesaplanmistir.

3.2.3.6 immiinblot (Western Blot) analizi

HSP'lerin western blot teknigi ile belirlenmesinde Arora ve Wisniewski (1994)'nin
uyguladigi yontem Ergin (2012)'in modifikasyonlartyla kullanilmistir. Bu amag
dogrultusunda toplam protein ekstraksiyonundan elde edilen protein 6rnekleri kullanilmis

olup, proteinler SDS-PAGE'de yiiriitiilmistiir.

Elektroforezin tamamlanmasinin ardindan kasetlerden jeller ¢ikarilmis ve blotlama
asamasina gegilmistir. Bio-Rad Western blot yari kuru blotlama {initesi bu asamada
kullanilmistir. Sandvig¢ sistemini olusturmak i¢in yeni kasetlere jeller yerlestirilmistir.
Sandvi¢ olusturmak igin silingerler ve filtre kagitlari daha onceden transfer tamponu
igerisinde 1slatilmiglardir. Ardindan siinger-filtre kagidi-jel-membran-filtre kagidi-siinger
seklinde ve hava boslugunun kalmamasi amaciyla bir silindir araciliiyla hafif basing
uygulanarak sandvi¢ hazirlanmis, kasetlere yerlestirilmistir. Cihazin blotlama {initesine
yerlestirilen kasetler 25 V, 1,0 A'lik akim uygulanarak 30 dk boyunca proteinlerin

nitroseliilloz membranlara aktarilmasi saglanmistir (Sekil 3.5).
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Sekil 3. 5. Hazirlanan sandvigin cihaza alinmasi ve cihazdan ¢ikarilmasi.

Transfer tampon ¢ozeltisi bilesenleri (1 L):

* 25 mM Tris baz 3,03¢g
* 192 mM Gilisin 1449
* %20 Metanol 200 mL

Membranlar % 5’lik BSA igeren TBS (Tris Buffer Saline) igerisinde gece boyunca
oda sicakliginda inkiibe edilmis, membran ile antikor arasindaki non-spesifik etkilesim
alaninin blokaji saglanmistir. Blokaj igleminin ardindan membranlar, tris buffer saline

tween-20 (TBST) ¢ozeltisi igerisinde 2’ser kez 2°ser dk ¢alkalayic {istiinde yikanmistir.

TBS c¢ozeltisi bilesenleri (1 L)

* Tris baz 6,059

* Sodyum kloriir 8,76 ¢
*pH7,5

TBST ¢ozeltisi bilesenleri (1 L)
* Tris baz 6,05 g
* Sodyum kloriir 8,76 g
* % 0,1 Tween-20 100 pLb

-pH75
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Primer antikor i¢in 1:1500 oraninda HSP 60 [Monoclonal Anti-Heat Shock Protein
60 Clone LK-2 (mouse)], %1 BSA iceren TBST de ¢oziinmesi saglanarak elde edilmistir.
Ardindan membranlar oda sicakliginda 1 saat inkiibasyona birakilmis ve ¢alkalayici
tizerinde TBST de 2’ser kez 10’ar dakika yikanmistir. Ayni islem HSP 23 [Monoclonal
Anti-Heat Shock Protein 23 (rabbit)] antikoru i¢in de ayni sekilde gergeklestirilmistir.
Yikama asamasinin ardindan membranlar, TBST de ¢ozdiiriilerek hazirlanan ve %1 BSA
igeren, 1:5000 oranindaki sekonder antikorda [HSP60 igin; Anti mouse IgG (Fc) AP
Conjugate, HSP23 i¢in; Anti rabbit IgG (Fc) AP Conjugate] oda sicakliginda 1 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun tamamlanmasmin ardindan membranlar
calkalayict lizerinde TBST’de 4’er kez 10’ar dk yikanmistir. Yikama islemiyle birlikte
membran substrat (alkalin fosfataz enzimi) igerisinde bantlar goriiniir hale gelene kadar
(yaklasik 10-15 dakika) tutulmustur. Daha sonra substrattan alinan membranlar saf su ile

yikanip, kurumasi saglanmistir. Degerlendirme agamasina kadar membranlar saklanmaistir.

Membranlar iizerinde ortaya ¢ikan bant goriintiileri bir tarayici yardimiyla dijital
ortama aktarilmistir. Bantlarin densitometrik analizleri ise Amerikan Saglik Enstitiisti’niin
yayinladigit  “Image J” programi (http://rsb.info.NIH.gov/nih-image/)  yardimiyla
yapilmistir.

3.3. istatiksel Analizler

Sonuglar “SPSS Statistics for Windows 227 istatistik programi kullanilarak
degerlendirilmistir. Uygulamalar arasindaki farklilik “Duncan” testi ile 0,05 Onem

seviyesinde ortaya konulmustur.



28

4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Hiicre Membran Zararlanma Oram ve Yiiksek Sicakliga Tolerans (LTs)

Yiiksek sicaklik stresine bagli olarak taze fasulye genotiplerinin hiicre membran
zararlanma oranlarindaki degisimler ve hesaplanan stres tolerans noktas1 (LTsp) degerleri
Sekil 4.1°’de gosterilmistir. Genotipler ve uygulamalara gore ortalama hiicre membran
zararlanma oranlar1 degerlendirildirildiginde; Balkiz genotipinde bu degerin (%42,09)
Yerel Genotipteki hiicre membran zararlanma orani degerinden (%31,36) daha yiiksek
oldugu goriilmiistiir. Uygulamalar karsilastirildiginda ise, sicaklik artisina paralel olarak
hiicre membran zararlanma oraninin arttigi, bu artisin 48°C uygulamasinda garpici oldugu
belirlenmistir. 40°C’de %5,89 olan bu deger, 44°C’de %20,29 iken 48°C’de %84,00 olarak
belirlenmigtir (Cizelge 4.1). Buna gore, genotipler, uygulamalar ve genotip ve sicaklik
uygulamalar1 arasindaki interaksiyon, %35 seviyesinde istatistiki olarak dnemli bulunmustur

(Ek Agiklama-A).
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Sekil 4. 1. Yiiksek sicaklik uygulamalarina bagli olarak taze fasulye genotiplerinin ytliksek
sicaklik tolerans degeri. Dikey barlar tekerriirlerin £ SS” larin1 gostermektedir.
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Cizelge 4. 1. Yiksek sicaklik uygulamalarina bagli olarak taze fasulye yapraklarindaki
hiicre membran zararlanmasi. = SH’ lar1 gostermektedir.

Genotip Zararlanma Oram (%)
Balkiz 42,09+0,860
Yerel Genotip 31,36+0,860
Uygulamalar
40°C 5,89+1,054
44°C 20,29+1,054
48°C 84,001,054
ANOVA
Genotip *
Uygulama *
Genotip x Uygulama *

*0,05 seviyesinde onemli

Diger taraftan hiicre membran zararlanma degerleri kullanilarak hesaplanan LTs
degerleri Balkiz genotipinin (45,3°C) Yerel Genotipten (46,2°C) daha diisiik yiiksek
sicaklik toleransina sahip oldugunu gostermistir (Sekil 4.1). Buna gore genotipler

arasindaki farklilik %5 seviyesinde istatistiki olarak 6nemli bulunmustur (Ek Agiklama-B).

Balkiz genotipi ile Yerel Genotip arasindaki yiiksek sicaklik tolerans derecesi farki
0.86°C olarak belirlenmistir. Hiikiimetleraras1 Iklim Degisikligi Paneli (IPCC)’nin
raporuna gore diinyada 2035 yilina kadar yaklagik olarak 0,3-0,7°C'lik sicaklik artigt
beklenmektedir. Ayrica, bu yiizyilin sonuna kadar sicaklik artiginin 0,3-4,8°C’ye ulagmasi
ongoriilmektedir (IPCC, 2014). Ortiz ve Cardemil (2001), LTso degerini hiicrelerde %50
membran zarariin gerceklestigi sicakliklar olarak tanimlamislardir. Xy vd (2012) sekiz
farkli kamelya ¢esidinde yaptiklar1 ¢aligmada yiiksek sicaklik stresi altinda LTsg degerinin
50°C ile 57°C arasinda degistigini belirlemislerdir. Yiiksek sicakliga maruz birakilan iki
farkli yaban mersini ¢esidinde membran zararlanmasina bagli olarak tolerans noktasi
degerinin yiiksek sicakliga tolerant olarak belirlenen gesitte 48,3°C iken hassas olarak

belirlenen gesitte 47,3°C oldugu belirlemistir (Yu vd., 2016).
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Yiiksek sicaklik stresi, biyomolekiillerin kinetik enerjisini ve hareketini artirir bu
durum kimyasal baglarin gevsemesine sebep olur. Sonucunda ise membran zararlanmasi
meydana gelir (Zhao vd., 2021). Yiiksek sicaklik stresi, membran proteinlerinin yapisini
etkileyerek, hiicre membran sisteminin biitiinliiglinii ve islevini bozar. Yiiksek sicaklik
stresinin bir tepkisi olarak meydana gelen hiicre membran zararlanmasinin en iyi

gostergelerinden biri iyon sizintist l¢iimiidiir (Nijabat vd., 2020).

Bu calismada elde edilen sonuglara benzer sekilde Ergin (2012), cilek bitkisinde
yiikksek sicaklik uygulamalarinda, sicaklik artisina paralel sekilde hiicre membran
zararlanma oraninda artis meydana geldigini belirtmistir. Yine, yirmi bes hiyar genotipinin
30 giin boyunca kontrol (28°C/22°C) sicakliginda biiyiitiilmesinin ardindan her giin 2°C
sicaklik artis1 saglanarak yedi giin sonunda sicakligin 40°C/32°C ulagmas1 saglanmistir.
Elde edilen sonuglara gore tolerant olarak bilinen genotiplerde hiicre membran
zararlanmas1 daha diisiik, hassas olan genotiplerde zararlanma daha yiiksek olarak

belirlenmistir (Ali vd., 2019).

Tokyol (2016), 3 farkli taze fasulye genotipinde yaptigi ¢alismada yiiksek sicaklik
tolerans derecesini Balkiz genotipinde 45,5°C, Ferasetsiz genotipinde 50,8°C, Yerel
Genotipte ise 49,9°C olarak tespit etmistir. Bu tez ¢aligmasinda kullanilan genotiplerle ayni
olan Yerel Genotipte yiliksek sicaklik stresi tolerans noktasinin farkli hesaplanmasinin
sebebinin ¢alisilan materyalin genotip olmasiin yanisira yiiksek sicaklik toleransinin
belirlenmesi i¢in uygulanan yontemin farkli olmasindan kaynaklandigi diisiniilmektedir.
S6z konusu ¢alismada, almman yaprak diskleri su banyosuna yerlestirilerek sicaklik
uygulamasina maruz birakilarak LTsq degerleri hesaplanirken, bu tez ¢aligmasinda ise tiim
bitkiye sicaklik uygulamasi yapilarak hesaplamalar yapilmistir. Bu durumun hesaplanan

stres tolerans noktalar1 degerlerinin farkli olmasina neden oldugu tahmin edilmektedir.

4.2. Yaprak oransal su kapsam (YOSK) ve turgor kaybi (TK)

Yiiksek sicaklik stresine bagli olarak taze fasulye genotiplerinin YOSK
degerlerindeki degisimler Sekil 4.2 ve Cizelge 4.2°de verilmistir. Genotipler ve
uygulamalara gore ortalama YOSK oranlar1 degerlendirildirildiginde; Balkiz genotipinde

bu deger %51,62 iken Yerel Genotipte %55,03 oldugu gorilmiistir. Uygulamalar
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karsilastirildiginda ise; kontrolde %83,27 olan YOSK degeri, 40°C’de %51,59, 44°C’de
%43,78, 48°C’de ise %34,64 olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.2). Buna gore genotipler
arasindaki fark istatistiki olarak 6nemli bulunmazken uygulamalar arasindaki fark ise

onemli bulunmustur (Ek Agiklama-C).

Yiiksek sicaklik uygulamalarinin taze fasulye genotiplerinin yapraklarindaki TK
degerlerindeki degisimleri Sekil 4.3 ve Cizelge 4.3’de verilmistir. Genotipler ve
uygulamalara gore ortalama TK oranlar1 degerlendirildiginde; Balkiz genotipinde bu
degerin %46,86 iken Yerel Genotipte %40,78 oldugu belirlenmistir. Uygulamalar
kiyaslandiginda, kontrolde %15,38 olan TK degeri, 40°C’de %44,32, 44°C’de %51,63,
48°C’de ise %63,96 olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.3). Buna gére genotipler arasindaki
fark istatistiki olarak o6nemli bulunmazken uygulamalar arasindaki fark ise ©nemli

bulunmustur (Ek Agiklama-D).

Yaprak oransal su kapsam1 (YOSK), bitkilerin su durumunu degerlendirmek igin
kullanilir (Yamasaki ve Dillenburg, 1999). Yaprakta bulunan su ile transpirasyon hizi
arasindaki dengeyi yakindan yansitmakta olup (Dhanda ve Sethi, 2002), bitkinin stres
kosullarina uyumlulugunun degerlendirilmesinde kullanilan 6nemli bir parametredir (Liu
vd., 2008). Kumar vd. (2011), Mas fasulyesinde yiiksek sicaklik uygulamalar ile YOSK
degerlerinde bir azalis meydana geldigini belirtmislerdir. Turhan vd. (2014) farkl1 domates
cesitlerinde yaptiklart ¢alismada sicaklik artisina paralel olarak TK'da bir artis oldugunu
belirtmislerdir. Benzer sekilde Kuo vd. (1988) tarafindan yapilan calismada, Cin

lahanasinin tolerant olarak belirlenen ¢esitlerinde TK'nin daha diisiik oldugu gosterilmistir.
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Sekil 4. 2. Yiiksek sicaklik uygulamalarina bagli olarak taze fasulye genotiplerinin yaprak
oransal su kapsamindaki (YOSK) degisim. Dikey barlar tekerriirlerin = SS’ larim
gostermektedir.

Cizelge 4. 2. Yiiksek sicaklik uygulamalarina bagli olarak taze fasulye yapraklarindaki
yaprak oransal su kapsami1 (YOSK). = SH’ lar1 gostermektedir.

Genotip YOSK (%)
Balkiz 51,62+1,706
Yerel Genotip 55,03+1,706
Uygulamalar

Kontrol 83,27+2,275
40°C 51,60+2,275
44°C 43,7942,275
48°C 34,65+2,786
ANOVA

Genotip od
Uygulama *
Genotip x Uygulama od

*0,05 seviyesinde 6nemli
6d= 6nemli degil
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Sekil 4. 3. Yiiksek sicaklik uygulamalarina bagli olarak taze fasulye genotiplerinin turgor
kaybindaki (TK) degisim. Dikey barlar tekerriirlerin + SS’ larin1 gostermektedir.

Cizelge 4. 3. Yiiksek sicaklik uygulamalarina bagli olarak taze fasulye yapraklarindaki
turgor kaybi (TK). = SH” lar1 gostermektedir.

Genotip TK (%)
Balkiz 46,87+2,139
Yerel Genotip 40,78+2,268
Uygulamalar
Kontrol 15,38+3,024
40°C 44,32+3,024
44°C 51,64+3,024
48°C 63,97+3,381
ANOVA
Genotip od
Uygulama *
Genotip x Uygulama od

*0,05 seviyesinde onemli
0d= 6nemli degil
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4.4. Prolin

Yiiksek sicaklik stresinin taze fasulye bitkilerindeki prolin miktarlar1 iizerindeki
etkileri Sekil 4.4 ve Cizelge 4.4° de verilmistir. Genotiplerin ortalama prolin miktari
kiyaslandiginda; Balkiz genotipindeki 1706 uM/gTA prolin degerinin, Yerel Genotipteki
1354 uM/gTA degerinden daha yiliksek oldugu goriilmiistiir. Uygulamalarin ortalama
prolin degerleri kiyaslandiginda, kontrol sicakliginda 794 uM/gTA olan prolin degeri,
40°C’de 1073 uM/gTA ve 44°C’de 1669 uM/gTA, 48°C’de ise 2584 uM/gTA olarak
belirlenmistir. Sonuglar prolin miktarinin yiiksek sicaklik uygulamalariyla siirekli arttigini
gostermektedir. Buna gore, genotipler, uygulamalar ve genotip ve sicaklik uygulamalar
arasindaki interaksiyon, %35 seviyesinde istatistiki olarak Onemli bulunmustur (Ek

Acgiklama-E).

Prolin stres kaynakli bir hasarin sonucu olarak birikmekte, hiicrelerde
ozmoregiilatdr ve ozmoprotektan olarak gérev yapmaktadir (Oztiirk ve Demir, 2002).
Prolin birikimi ile bitki stres toleransi arasinda pozitif bir korelasyon oldugu belirtilmekte
(Dar vd., 2016), strese toleransli olarak bilinen ¢ogu bitki ¢esidinde, hassas olan ¢esitlere
oranla daha yiiksek seviyede biriktigi bildirilmektedir (Kilig, 2020). Prolin birikimi bitki
tiriine Ozgli olup yiiksek sicaklik stresi altinda domates ve tiitiinde onemli derecede
artarken, nohut ve arpada bu degisimin daha diisiik seviyelerde oldugu bildirilmistir
(Bokszczanin, 2013). Bu durumun aksine, Stoneville-453 pamuk ¢esidinde yapilan
calismada, bitkiler 30°C (kontrol), 38°C ve 45°C’ye farkl siirelerle maruz birakilmstir.
Uygulamalarin ardindan prolin sonuglar1 incelendiginde; kontrole kiyasla 38°C ve 45°C’de
prolin miktar1 ciddi bir diisiis gostermistir (Giir vd., 2010). Bes giinliikk lablab fasulyesi
(Dolichos labla) fidelerine 6n sicaklik alistirmasi (2 saat-35°C) uygulanmis, ardindan 5
saat 45°C’de sicaklik stresine maruz birakilmistir. On sicaklik alistirmasi uygulanan
bitkilerdeki prolin igerigi oraninin 6n sicaklik alistirmasi uygulanmayan bitkilere oranla

daha diisiik oldugu gosterilmistir (D’souza ve Devaraj, 2013).

Kumar vd., 2012 misir ve geltik genotiplerinde yaptiklar1 ¢calismada, bitkileri 30/
25°C’de (kontrol) yetistirmisler ve bitkileri 35/30°C, 40/35°C, 45/40°C sicakliklara maruz
birakmiglardir. Genotiplerin prolin igeriginde 45/40°C’de bir diislis goézlemlenmistir.

Ayrica, misir genotiplerindeki prolin igeriginin celtik genotiplerindeki prolin igeriginden
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%62 daha fazla oldugunu belirtmislerdir. Yiiksek sicaklik stresinin Aloe vera ve
Bryophyllum pinnatum yapraklarindaki serbest amino asit profilleri {izerindeki etkilerinin
arastirildigr ¢alismada, kontrol bitkileri 28+2°C sicaklikta ve yiiksek sicaklik stresine
maruz birakilan bitkiler 38-43°C olmak iizere iki farkli kosulda yetistirilmistir.
Arastirmacilar, yiiksek sicaklik stresine tepki olarak her iki bitki tiiriinde de prolin ve serin
birikirken, alanin ve glisin konsantrasyonun o6nemli Olglide azaldigini belirlemislerdir
(Kumari ve Kumar, 2019).
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Sekil 4. 4. Yiiksek sicaklik uygulamalarina bagli olarak taze fasulye genotiplerindeki
prolin miktar1 (uM/g TA). Dikey barlar tekerriirlerin = SS’larin1 gostermektedir.
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Cizelge 4. 4. Yiiksek sicaklik uygulamalarina bagli olarak taze fasulye yapraklarindaki
prolin miktar1. £ SH’ lar1 gdstermektedir.

Genotip Prolin miktari
(uM prolin/ gTA)
Balkiz 1706+54,935
Yerel Genotip 1354+53,589
Uygulamalar
Kontrol 794+72,505
40°C 1074+88,250
44°C 1669+68,358
48°C 2584+76,426
ANOVA
Genotip *
Uygulama *
Genotip x Uygulama *

*0,05 seviyesinde dnemli
0d= 6nemli degil

4.5. Toplam coziinebilir protein (TCP) miktar:

Sekil 4.5. ve Cizelge 4.5."de TCP miktarinin yiiksek sicaklik uygulamalarina bagli
olarak taze fasulye genotiplerindeki degisimi goriilmektedir. Buna gore Balkiz genotipinde
TCP miktar1 (43,02 mg protein/gTA) Yerel Genotipin TCP miktarindan (40,98 mg
protein/gTA) daha yiiksek bulunmustur. Uygulamalar kiyaslandiginda 40°C’de 20,60 mg
protein/gTA ile TCP miktarinin kontrol uygulamasina gore bir azalis oldugu 44°C’de ise
64,65 mg protein/gTA miktariyla 6nemli bir artis oldugu goriiliirken, 48°C’de 55,17 mg
protein/gTA ile genotiplerin TCP miktarlarinda 44°C’ye goére tekrar azalis oldugu
goriilmiistiir. Buna gore genotip, uygulama ve genotipler ile uygulamalar arasindaki
interaksiyonun TCP miktarina etkisi istatistiki olarak onemli bulunmustur (EK Ag¢iklama-
F).

Yiiksek sicakliklarin proteinlerin yanlis katlanmasina sebep olarak denatiire
etmesinin yani sira enzim yapilarini da etkileyerek enzim aktivitelerinin azalmasina sebep
oldugu bilinmektedir (Riezman, 2004; Khan vd., 2019). Strese maruz kalan bitkilerde yeni

proteinlerin sentezlenmesi veya sentezinin azalmasi, var olan proteinlerin yikilmasi strese
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kars1 bir savunma mekanizmasi olarak gosterilmektedir (Baykal ve Oncel., 2006). Toplam
¢oOziinebilir proteinler stres kosullar1 altinda en ¢ok degisiklik gdsteren bilesiklerdendir
(Turfan, 2016). Yiiksek sicaklik stresinin dut (Morus alba L. cv. BC2-59) yapraklarindaki
enzim ve proteinler lizerindeki etkilerinin incelendigi ¢alismada bitkiler 2, 4 ve 6 saat
stirelerle 40°C’e sicakliga maruz birakilmistir. Dut yapraklarinda, toplam TCP igerigi

azalirken, toplam amino asit ve prolin igeriginin arttig1 belirtilmistir (Chaitanya vd., 2001).

Bir ¢im tiirii olan (Festuca trachyphylla)’nin tolerant ¢esidi Reliant IV ve hassas
cesidi Predator 21/18°C'de optimum sicaklikta biiyiitiilmiis ve farkli siirelerle 38/33°C'de
sicakliga maruz birakilmistir. Sicaklik stresine yanit olarak Reliant 1V ve Predator’de
kontrole oranla, TCP igerigi sirasiyla %76 ve %66 seviyesine diigmiistiir. Ayrica yedi
temel amino asit igerigi (histidin, glutamin, glutamat, prolin, treonin, aspartat ve triptofan)

artmistir, bu artig Reliant 1V’de daha fazla olmustur (Wang vd., 2018).
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Sekil 4. 5. Yiiksek sicaklik uygulamalarina bagl olarak taze fasulye genotiplerinin TCP
miktar1. Dikey barlar tekerriirlerin £ SS’ larin1 géstermektedir.
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Cizelge 4. 5. Yiiksek sicaklik uygulamalarina bagli olarak taze fasulye yapraklarindaki
TCP miktar1. £ SH’ lar1 gdstermektedir.

Genotip TCP miktan
(mg protein/ gTA)
Balkiz 43,02+1,016
Yerel Genotip 40,98+1,016
Uygulamalar
Kontrol 27,56+1,437
40°C 20,60+1,437
44°C 64,65+1,437
48°C 55,18+1,437
ANOVA
Genotip od
Uygulama %
Genotip x Uygulama *

*0,05 seviyesinde dnemli
6d= 6nemli degil

4.6. SDS-PAGE

Balkiz ve Yerel Genotip taze fasulye geenotiplerine ait toplam protein profilleri
Sekil 4.6’da gosterilmistir. Balkiz genotipinde ve Yerel Genotipte 40°C’de 43, 64 ve 120
kDa biiytikliiglinde bantlarin yogunlugunda artis goriiliirken 44 ve 48°C’de bu bantlarin
azaldig1 goriilmiistiir. Yine 13 ve 14 kDa’luk protein bantlarinin Yerel Genotipten farkli
olarak Balkiz genotipinde 40°C ve 44°C’de arttigi belirlenmistir. Balkiz ve Yerel
Genotipte 22 kDa, 25 kDa ve 38 kDa’luk proteinler kontrole oranla artan sicakliklarla daha
yogun bir sekilde gozlemlenmistir. Balkiz genotipinde 48°C’de 23 kDa’luk protein
bandinda artis gézlemlenmistir. Muhtemelen yapisal protein bandi oldugu diisiiniilen 57
kDa’luk protein bandi her iki genotipte de yogun olarak gézlemlenmistir. Balkiz ve Yerel
Genotipte artan sicaklik uygulamalariyla genellikle bandlarin yogunlugunda azalis

goriilmiis, bu azalis 48°C’de daha belirgin hale gelmistir.

He ve Huang (2007), 40°C’lik yiiksek sicaklik uygulamalarinda (Poa pratensis
L.)’in ii¢ ¢esidinde kontrol sicakliginda (20°C) bulunan 150 ve 66 kDa’luk bandin 40°C’de
kayboldugunu tespit etmiglerdir. Dut yapraklarinda 2, 4 ve 6 saat 40°C’lik yiiksek sicaklik

uygulamalar1 sonucunda 68 ve 85 kDa biiyiikliiklerinde iki yeni protein bandi sentezlendigi



39

belirlenmistir (Chaitanya vd., 2001). Rani vd., (2016) hardalda 45°C’lik sicaklik
uygulamasi sonucunda 25.8 ve 30.7 kDa biiytikliigiinde iki protein band1 belirlemislerdir.

Misir, cavdar ve bugday bitkileri 42°C’de 3 saat sicaklik uygulamasina maruz
brrakilmigtir. Misirda 28, 23, 22, 20 ve 19 kDa proteinleri belirlenirken bugday ve
cavdarda 20 kDa protein belirlenmistir. Bugday ve cavdara oranla misirin yliksek
sicakliklara daha yiiksek toleransa sahip olmasinin sebebinin ¢esitli proteinleri daha fazla
sentezlemesinden kaynaklandig diisiiniilmektedir (Korotaeva vd., 2001). Mas fasulyesinde
2 saat 42°C yliksek sicaklik uygulamasi sonucunda molekiiler agirligr 20, 21.5, 23, 29, 34,
38, 55, 62, 70 ve 85 kDa olan bantlar belirlenmistir (Wu ve Laidman, 1997).

BALKIZ YEREL GENOTIP
Bant Biiyiiklikleri
250
:gg « A 237kDa
75 « B:120kDa
e« C:64kDa
50 + D:57kDa
« E:43 kDa
« F:38kDa
37 e G:25kDa
+ H:23kDa
e I:22kDa
e J14kDa
« K:13kDa
25 e L:7kDa
20
15
kDa

MA K 40 44 48 K 40 44 48

Sekil 4. 6. Yiiksek sicaklik uygulamalarina bagl olarak taze fasulye genotiplerinde toplam
protein profilleri (MA: Molekiiler Agirlik Standardi, K: Kontrol, kDa: Kilodalton)



40

4.7. immiinblot (Western Blot)

Immiinoblot analizleri sonucunda, kullanilan HSP60 antikoru ile taze fasulye
yaprak dokularinda yiiksek sicaklik uygulamalarina bagli olarak belirlenen 64 kDa’luk
HSP’nin durumu Sekil 4.7°de gosterilmistir. Buna gore, Balkiz genotipinde 40°C sicaklikta
HSP60 proteini kontroliin hemen hemen iki kat1 kadar artig gostermistir. Fakat 44°C’de
tekrar kontrole yakin diizeye gerilemistir. Sicakligin 48°C’ye ulagmasi ile HSP60 proteini
kontrole oranla diistis gostermistir. Balkiz genotipinde 48°C’de HSP60 proteinin tolerans
saglamada bir etkisinin olmadig1 bulunmustur. Yerel Genotipte ise kontrol uygulamasinda
minumum seviyede olan HSP60 proteini 40°C’de artis gostermistir. Sicakligin 44°C’ye
ulagsmasiyla HSP60 proteininde yine kontrole oranla bir artis meydana gelirken bu artis
48°C’de daha diisiik diizeyde olmustur. Yerel Genotipte HSP60 proteinin yiiksek

sicakliklarda tolerans saglamada iligkili bulunmustur.

a)
Balkiz Yerel Genotip

K 40°C 44°C 48°C K 40°C 44°C 48°C
b)

250
= | 200
=)
E
2 | 150
.asl
En 100 I I
—:I I I
=
l-11]
S | 50
:.
=]
i, I o i

Kontrol = 40°C = 44°C  48°C | Komtrol 40°C | 44°C | 48°C
Balkiz Yerel Genotip

Sekil 4. 7. Yiiksek sicaklik uygulamalarina bagli olarak taze fasulye genotiplerinde HSP60
proteininin goriiniimii (a) ve HSP60 proteinin bant yogunlugu (b). (K: Kontrol)
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Yiiksek sicaklik uygulamalarina bagli olarak HSP23 antikoru ile yogunlugu degisen
23 kDa'luk HSP’nin durumu Sekil 4.8’de gosterilmistir. Buna gore, Balkiz genotipinde
40°C’de maksimum seviyede olan HSP23 proteinin 44°C sicaklikta azaldigi
goriilmektedir. Sicakligin 48 °C’ye gelmesiyle HSP23 proteinin kontrole oranla tekrar
diisiise gectigi goriilmektedir. Balkiz genotipinde 40°C’de HSP23 proteinin yiiksek
sicakliga tolerans saglamada etkili oldugu bulunurken 44°C’de ve 48 °C’de bir etkisinin
olmadig1 belirlenmistir. Yerel Genotipte kontrole oranla 40°C’de ciddi bir artis
gorilmektedir. Sicakligin 44°C’ye gelmesiyle azalma goriiliirken bu azalma 48°C’de
maksimum seviyeye cikmistir. Yerel Genotip’teki HSP23 bant yogunlugu ve artisinin
Balkiz genotipinden yiiksek oldugu goriilmektedir. Yerel Genotipte 40°C’de HSP23
yiiksek sicakliga tolerans saglamada etkili iken 44°C ve 48°C sicaklik uygulamalarinda

yiiksek sicakliga tolerans saglamada bir iliski bulunamamustir.

a)
Balkiz Yerel Genotip
K 40°C 4°C 48°C K 40°C #44°C 48°C
b)
250
200
B
g | 150
2
o
.ée
: 100 I
2
E 50 I
E-11]
2.
£l I 1.
M Kontrol | 40°C | #4°C  48°C  Kootrol 40°C | #4°C | 48°C
Balkiz Yerel Genotip

Sekil 4. 8. Yiiksek sicaklik uygulamalarina bagl olarak taze fasulye genotiplerinde HSP23
proteinin goriiniimii (a) ve HSP23 proteinin bant yogunlugu (b). (K: Kontrol)



42

Is1 soku proteinleri stresten zarar gérmiis proteinlerin renatiirasyonunu saglayan,
molekiiler saperon islevlerine sahip yliksek oranda korunmus proteinlerdir (Zhang vd.,
2013). Literatiirde yiiksek sicaklik tepkisi esnasinda hiicresel protein sentezinin azaldigi
buna karsilik HSP sentezinde bir artis oldugu belirtilmektedir (Sun vd., 2002; Giilen ve
Eris 2004; Efeoglu, 2009). Oregin, soya fasulyesinde yapilan bir ¢alismada 28°C’den
(kontrol), 40°C’ye artan sicaklik uygulamasi durumunda normal protein sentezinin
azaldigi, HSP sentezinin arttigi bildirilmektedir (Lin vd., 1984). Ledesma vd., (2004)
yaptiklar1 ¢alismada yiiksek sicaklik altinda sHSP sentezinin bitkide termotoleransla iliskili
oldugunu belirtmislerdir. Mas fasulyesinde 2 saat 42°C sicaklik uygulamasinin ardindan
HSP29 proteininin termotolerans ile iligkili oldugu one siiriilmiistiir (Wu ve Laidman,
1997). Xu vd., (2011) yaptiklar1 ¢alismada kademeli ve sok sicaklik stresine maruz
birakilan ¢im bitkilerinde HSP23, HSP36 ve HSP66 proteinlerini termotoleransla

iligkilendirmislerdir.

Western blot teknigi, proteinlerin immiinolojik tespiti i¢in kullaninlan en yaygin
kullanilan tekniktir (Kim, 2017). Ug ¢eltik ¢esidi olan Nipponbare, Azucena (hassas) ve
Co39 (tolerant) 12 ve 24 saat 42°C sicaklik uygulamasina maruz birakilmistir. Tim
cesitlerde HSP26,7, HSP23,2 ile 17,9 kDa class | 1s1 soku proteini (HSP17,9A), HSP17,4
ve 16,9 kDa class | 1s1 soku proteini (HSP16,9A) sentezinin arttig1 ve tolerant ¢esitte daha
yiiksek oldugu goriilmiistiir. Arastirmacilar bu bes sHSP grubunun ¢eltikte biyomarkor
olarak kullanilabilecegini belirtmektedir (Chen vd., 2014). Yine, sicaklik stresinin 12 ve 24
saat 42°C olarak uygulandig1 Dongjin ¢esidi celtik bitkisinde, HSP60, HSP70, HSP100 ve
SHSP’ler dahil olmak {izere 18 adet HSP belirlenmistir. Arastirmacilar belirlenen
HSP’lerin celtikte stres-cevap mekanizmasinin 1iyi anlasilmasina katki sagladigini
belirtmektedir (Lee vd., 2007). He ve Huang (2007), 40°C sicaklik uygulamalarinda (Poa
pratensis L.)’in hiicre mebraninda 39 kDa ve 45 kDa’luk HSP’lerin sitoplazmada ise 64,
78 ve 85 kDa’luk HSP’lerin tespit edildigi gostermislerdir.

Domateste 40°C sicaklik uygulamasimin ardindan, HSP23,8 proteinin 40°C’de bol
miktarda biriktigi belirtilmistir (Liu ve Shono, 1999). He vd (2005) yaptiklar1 ¢alismada,
Agrostis palustris’in Penncross ¢esidinde ani ve kademeli yiiksek sicaklik uygulamalari

sonucunda, HSP23, HSP36 ve HSP66 proteinlerinin her iki uygulama sonucunda da arttig1
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belirlenmistir. Giivercin  bezelyesinin  (Cajanus cajari) kok kisimlarinda bulunan
mitokondrilerde yiiksek sicaklik uygulamalari sonucunda 18 kDa ve 60 kDa biiyiikligiinde
HSP proteinleri belirlenmistir (Kishore ve Upadhyaya, 1988). Farkli sicaklik derecelerine
maruz birakilan Arabidopsis thaliana hiicre kiiltiirlerinde sicakligin artmasi ile HSP60
sentezinde artis oldugu goriiliirken sicakligin 50°C’ye gelmesi ile HSP60 seviyesi diisiis
gostermistir (Rikhvanov cd., 2007). Domateste yiiksek sicaklik uygulamalari (42°C)
sonucunda kloroplastlarda HSP60 sentezinin artmasi ile yiiksek sicakliga tolerans arasinda

pozitif bir ilski gézlemlenmistir (Preczewski vd., 2000).

Yiksek sicakliga tolerant (R. Hope) ve hassas (CG3) oldugu bilinen iki ¢ilek
cesidinde yapilan g¢alisgmada bitkiler kademeli ve sok sicaklik uygulamalarina maruz
birakilmistir. Western blot analizleri sonucunda, yiiksek sicakliklarda her iki c¢ilek
¢esidinde de 23 kDa HSP’nin yogunlugunun arttig1 ve bu artisin, R. Hope’da daha fazla
oldugu belirlenmistir. Bu dogrultuda, ¢ilek bitkisinde 23 kDa HSP yiiksek sicakliga
tolerans ile iligskilendirilmistir (Ergin, 2012). Balkiz ve Yerel Genotip’in Western blot
analizleri sonucunda, her iki genotipte de HSP23 ve HSP60 proteinlerinin 6zellikle 40°C’
de arttig1 belirlenmistir. Yiiksek sicakliga tolerant oldugu bilinen Yerel Genotip’teki
HSP60 ve HSP23 proteinlerinin yogunlugu ve artisinin Balkiz genotipinden daha fazla

oldugu goriilmiistiir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bitkiler stres faktorii olarak algiladiklar1t yiiksek sicakliklara karsi fizyolojik,
biyokimyasal ve molekiiler cevaplar gelistirerek uyum saglayabilmektedirler. Yiiksek
sicaklik stresine karsi olusturulan tepkiler, stresin siiresi ve siddetiyle, bitki tiiriiyle alakali
karmagik bir yanittir. Taze fasulye bitkisi zengin besin igerigi, ¢esitli kullanim alanlari,
yetistirme kolaylig1 gibi pek ¢ok 6zelligi sebebiyle avantaj saglayan 6nemli bir bitkidir.
Bu c¢alismada arastirilan taze fasulye genotiplerinde yiiksek sicaklik stresininin sebep
oldugu zararlanma ve fizyolojik degisim hiicre membran zararlanma orani, YOSK ve TK
parametreleri ile tespit edilmistir. Ayrica yiiksek sicakliklara bagli olarak prolin, TCP ve
HSP60 ile HSP23 antikoru kullanilarak HSP’lerdeki degisim belirlenmistir.

Taze fasulye bitkisinde yiiksek sicaklik stresine toleransta genotipsel farkliliga

sebep olan bulgular asagida 6zet olarak belirtilmistir:

e Balkiz genotipinde hiicre membran zararlanma orant Yerel Genotip’ten daha
yiiksek bulunmustur. Her iki genotipte de sicaklik artisina paralel olarak hiicre
membran zararlanma oranmi artmis bu oran 48°C’de en yiiksek seviyede
olmustur. Balkiz ve Yerel Genotip’in YOSK ve TK degerleri incelendiginde;
her iki genotiptede YOSK degeri en yliksek diizeydeyken artan sicakliklarla
birlikte azalmis 6zellikle 48°C’de en diisiik diizeye inmistir. Yerel Genotipteki
YOSK degerinin Balkiz genotipinden daha yiliksek oldugu belirlenmistir. Ek
olarak, Balkiz genotipinde TK miktar1 Yerel Genotipten yiiksek bulunmustur.
Sicaklik artisiyla birlikte TK miktarlarinda bir artig goriilmiis bu artis 48°C’de
en yuksek seviyeye ulagsmistir.

e Taze fasulye genotiplerinin yiiksek sicakliga tolerans sicakliklar1 (LTsp) Balkiz
genotipinde 45,3°C, Yerel Genotipte ise 46,2°C olarak bulunmustur. Bu
sonuglar Yerel Genotipin Balkiz genotipine gore yiiksek sicakliga daha

toleransli oldugunu gostermistir.

e Balkiz ve Yerel Genotipte yiiksek sicaklik stresiyle prolin birikimi siirekli artig
gostermistir Ve artan sicaklik dereceleriyle TCP iceriginde 48°C’de belirgin bir
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azalis olmustur. Protein profilleri incelendiginde; bazi protein bantlarinin
azalmasma kargin yeni sentezlenen proteinlerde belirlenmistir. Her iki
genotipte de 64 kDa’luk bant 40°C’de bir artis gostermistir. Ayrica, Balkiz
genotipinde 48°C’de 23 kDa’luk protein bandinda artig belirlenmistir.

e Immiinblot analizi sonuglar ile yiiksek sicaklik stresi sonucunda olusan
spesifik proteinlerin belirlenmesi saglanmigtir. Her iki cesitte de HSP60 ve
HSP23 proteini 40°C’de en yiiksek seviyede birikmistir. Balkiz genotipindeki
HSP60 ve HSP23 proteini yogunlugunun Yerel Genotipten daha diisiik oldugu
belirlenmigtir. Ayrica HSP23 proteini Balkiz ve Yerel Genotipte 40°C’de
yiiksek sicakliga tolerans saglamada etkiliyken daha yiiksek sicakliklarda etkili
degildir. Yerel Genotip’te HSP60 proteini yiiksek sicakliklarda tolerans
saglamada etkiliyken, Balkiz genotipinde 48°C’de HSP60 proteinin yliksek

sicakliklara tolerans saglamada bir etkisinin olmadig1 belirlenmistir.

Bu ¢aligmanin sonuglarina gore taze fasulye bitkisinde yliksek sicaklik stresinin ve
cevap mekanizmasinin daha iyi anlasilmasi saglanmistir. Bu sayede, ileride yiiksek sicaklik
stresinden sorumlu gen boélgelerinin belirlenmesi ve tolerant gesitlerin gelistirilmesi gibi

adimlarin temel basamagi bu ¢aligma ile olusturulmustur.
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EK ACIKLAMALAR LISTESI

Ek Aciklama-A: Iyon Sizintis1 interaksiyon Tablosu

Ek Aciklama-B: Yiiksek Sicaklik Tolerans Derecesi (LTso) interaksiyon Tablosu
Ek Agiklama-C: Yaprak Oransal Su Kapsami interaksiyon Tablosu

Ek Aciklama-D: Turgor Kayb1 interaksiyon Tablosu

Ek Agiklama-E: Prolin Interaksiyon Tablosu

Ek Agciklama -F: Toplam Coziinebilir Protein Interaksiyon Tablosu



EK ACIKLAMALAR

Ek Aciklama-A: Hiicre Membran Zararlanma Orani

Bagimli Degisken: % zararlanma

63

Ortalama

Kareler Serbestlik Karaler
Kaynak Toplami Derecesi Toplami F O.D.
Diizeltilmis Model 21451,022° 5 4290204| 643817 000
Kesisme 24276,024 1 24276,024 | 3643,026 ,000
Genotip 517,526 1| 517,526 77.663 1000
Uygulama 20736,235 2 10368,117| 1555,911 000
Genotip * Uygulama 197,262 2 98631 145801 001
Hata 79964 12| 6,664
Toplam 45807.010 18
Diizeltilmis Toplam 21530.986 17

O.D: Onem Derecesi (%5)
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Ek Agiklama-B: Yiiksek Sicaklik Tolerans Derecesi (LTso) interaksiyon Tablosu
Bagimli Degisken: °C

Ortalama

Kareler Serbestlik Karaler
Kaynak Toplami Derecesi Toplami F O.D.
Diizeltilmis Model 1,101 1 1,101 43,396 ,003
Kesisme 12595,918 1 12595,918 | 496553,930 ,000
Genotip 1,101 1 1,101 43,396 ,003
Hata 101 4 ,025
Toplam 12597,120 6
Diizeltilmis 1,202 5
Toplam

O.D: Onem Derecesi (%5)



Ek Agiklama-C: Yaprak Oransal Su Kapsami interaksiyon Tablosu
Bagimli Degigken: %YOSK

Ortalama
Kareler Serbestlik Karaler

Kaynak Toplami Derecesi Toplami F 0.D.
Diizeltilmi
HZeTmIy 7414,229° 7 1059,176 | 34,116 000
Model
Kesigme 60663,119 1| 60663,119| 1953928 ,000
Genotip 61,996 1 61,996 1,997 179
Uygulama 7277,481 3 2425,827 78,135 ,000

N *
Genotip 97,036 3 32,345 1,042 ,405
Uygulama
Hata 434,654 14 31,047
Toplam 74455535 22
Diizeltilmis 7848883 21
Toplam

O.D: Onem Derecesi (%5)
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Ek Agiklama-D: Turgor Kayb1 interaksiyon Tablosu
Bagimli Degisken: % TK

Ortalama

Kareler Serbestlik Karaler
Kaynak Toplami Derecesi Toplami F 0.D.
Diizeltilmis Model 8288,365° 7 1184,052| 21,574 ,000
Kesisme 43384,073 1 43384,073| 790,479 ,000
Genotip 208,860 1 208,860 3,806 ,070
Uygulama 7143,639 3 2381,213 43,387 ,000
Genotip 421 559 3 140,520 2,560 ,094
Uygulama
Hata 823,250 15 54,883
Toplam 52480,343 23
Diizeltilmis 9111614 29
Toplam

O.D: Onem Derecesi (%5)




Ek Agiklama-E: Prolin Interaksiyon Tablosu

Bagimli Degisken: uM prolin/ gTA
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Ortalama
Serbestlik Karaler
Kaynak Kareler Toplami | Derecesi Toplami1 F 0.D.
Diizeltilmis Model 17939710,447° 7| 2562815,778| 54,845 000
Kesisme 74322321,730 1| 74322321,730| 1590,530( ,000
Genotip 982098,904 1| 982098,904| 21,017 000
Uygulama 15126882,770 3| 5042294,257| 107,907 000
1 *
Genotip 1685720,423 3| 561906808 12,025 000
Uygulama
Hata 1168200,766 25|  46728,031
Toplam 98014929,664 33
Diizeltilmis Toplam 19107911,213 32

O.D: Onem Derecesi (%5)




Ek Agiklama-F: Toplam Céziinebilir Protein Interaksiyon Tablosu

Bagimli Degisken: mg protein/ gTA

Ortalama

Kareler Serbestlik Karaler
Kaynak Toplami Derecesi Toplami F O.D.
Diizeltilmis Model 6366,395° 7 909,485 110,151 ,000
Kesisme 28220,483 1 28220,483| 3417,887 ,000
Genotip 16,703 1 16,703 2,023 ,193
Uygulama 5412,669 3 1804,223| 218,516 ,000
Genotip 937.023 3 312,341 37,829 ,000
Uygulama
Hata 66,054 8 8,257
Toplam 34652,932 16
Diizeltilmis 6432.449 15
Toplam

O.D: Onem Derecesi (%5)




