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ÖZET 

 

 

 

Yüksek sıcaklık stresinin süresi ve derecesinin, protein ve ısı şoku proteinleri (HSP) nin 

sentezine etkisi ile birlikte genotipler arasındaki farklılıkların araştırıldığı bu çalışmada 

Balkız ve Yerel Genotip olmak üzere iki farklı taze fasulye genotipi kullanılmıştır. 

Genotiplere ait olan fideler torf:perlit:bahçe toprağı (1:1:1) içeren saksılarda 15/30ºC 

(gece/gündüz) sıcaklıkta, ~%65 nemde 5-6 yapraklı oluncaya kadar yetiştirilmiştir. 

Ardından bitkiler büyüme kabinine alınarak kabin sıcaklığı 30°C’den başlayarak saatte 

2°C artacak şekilde 40°C’e yükseltilmiştir. Bu sıcaklıkta 2 saat sonunda bitkilerden yaprak 

örnekleri alınmıştır. Aynı uygulama 44 ve 48°C’lik yüksek sıcaklıklar için de yapılmıştır. 

Uygulamaların sonunda yaprak dokularında hücre membran zararlanması, yaprak oransal 

su kapsamı (YOSK) ve turgor kaybı (TK) hesaplanmıştır. Yaprak dokularındaki protein 

profilleri SDS-PAGE yöntemiyle toplam çözünebilir protein (TÇP) miktarları ve prolin 

analizi spektrofometrik yöntemlerle, yüksek sıcaklık sonucu oluşan spesifik proteinlerin 

değişimi Western Blot yöntemiyle belirlenmiştir. Yüksek sıcaklık uygulamalarının artışına 

bağlı olarak iyon sızıntısı ve TK artmış, YOSK ise azalmıştır. İyon sızıntısı ve TK'nın 

Balkız genotipinde daha yüksek olduğu görülürken, YOSK değerinin Yerel Genotip’te 

yüksek olduğu görülmüştür. Genotiplerin LT50 değerleri belirlenmiş ve Balkız genotipinin 

45,3°C değeriyle Yerel Genotip’in 46,2°C değerinden daha düşük yüksek sıcaklık 

toleransına sahip olduğu saptanmıştır. SDS-PAGE ve TÇP analizi sonuçlarında stres 

etkisiyle bazı proteinlerin yıkılırken yeni proteinlerin sentezlendiği gösterilmiştir. Yine 

artan sıcaklıkla beraber prolin miktarının da arttığı gösterilmiştir. Ayrıca, Balkız ve Yerel 

Genotip’te 40°C’de HSP23 proteininin yüksek sıcaklığa tolerans sağlamada ilişkili 

olabileceği bulunurken daha yüksek sıcaklıklarda bir ilişki bulunamamıştır. Yerel 

Genotip’te HSP60 proteinin yüksek sıcaklığa tolerans sağlamada ilişkisinin olduğu 

bulunurken Balkız genotipinde 48°C’de yüksek sıcaklığa tolerans sağlamada bir etkisinin 

olmadığı belirlenmiştir. 

 

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

 

 

Two different fresh bean genotypes, Balkız 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 Balkız genotype, RWC value was found to be higher in Local 

Genotype. The LT50 values of the genotypes were determined that the Balkız 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 Balkız genotype. 

 

Key Words: HSP60, HSP23, Phaseolus vulgaris L., proline, stress.
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SİMGELER VE KISALTMALAR DİZİNİ 

 

 

Simgeler Açıklama 

ºC Santigrat derece 

µg Mikrogram 

µl Mikrolitre 

cm Santimetre 

mL Mililitre 

 
Kısaltmalar 

 
Açıklama 

BSA Bovine Serum Albümin 

CAT Katalaz 

DTT 1,4 dithiothreitol 

EC Elektiriksel iletkenlik 

EDTA Etilen diamin tetra asetik asit 

GPOX Guaiacol peroksidaz 

HSP Heat şok protein 

HSFs Heat şok faktörleri 

IPCC Intergovernmental Panel on Climate Change 

PMSF Phenylmethanesulfonyl fluoride 

PVPP PolyVinyIPolyPyrrolidone 

ROS Reaktif Oksijen türleri 

rpm Dakikadaki dönme sayısı 

SDS Sodyum dodesil sülfat 

SDS-PAGE Sodyum dodesil sülfat-Poliakrilamid jel 

elektroforezi 

SOD Superoksit dismütaz 

TBS Tris Buffer Saline 

TBST Tris Buffer Saline Tween-20 

TK Turgor kaybı 

YOSK Yaprak oransal su kapsamı 
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1.GİRİŞ 

 

Stres; bitkilerde metabolik iç dengeyi bozan ve genellikle alıştırma (aklimasyon) 

olarak bilinen süreçte metabolik yolakların düzenlenmesini gerektiren büyüme 

koşullarındaki  herhangi bir değişiklik olarak tanımlanabilir (Shulaev vd., 2008).  Bitkiler 

sesil yaşam tarzları sebebiyle sürekli olarak geniş bir çevresel stresle karşı karşıya 

kalmaktadırlar (Suzuki vd., 2014). Tarımsal faaliyetleri sekteye uğratan, çevre dengesinin 

bozulmasına sebep olan kuraklık, tuzluluk, aşırı sıcaklıklar ve kimyasal toksisite gibi 

abiyotik stresler (Wang vd.,  2003), her yıl ürün kalitesi ve veriminde de büyük kayıplara 

sebebiyet vermektedir (Inze vd., 1995). 

 

Dünyanın birçok yerinde sıcaklık stresi büyük bir sorundur. Sıcaklıkta geçici bir 

yükselme veya sıcaklığın ortalamanın 10-15°C üzerinde olması, sıcaklık şoku veya 

sıcaklık stresi olarak kabul edilir (Wahid ve Close, 2007). Yüksek sıcaklığın kısa süreli 

veya sürekli olarak devam etmesi, bitkilerin yaşam döngülerini olumsuz etkileyen ve 

önemli verim kayıplarıyla sonuçlanan morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal değişikliklere 

sebep olur (Akarken, 2016; Firmansyah ve Argosubekti., 2020). Yüksek sıcaklık; 

fotosentez, solunum, su ilişkileri ve membran stabilitesi gibi hayati fizyolojik süreçlerle 

hormon, primer ve sekonder metabolit seviyelerini de olumsuz etkileyebilir 

(Hemantaranjan vd., 2014). Diğer taraftan yüksek sıcaklığın sebep olduğu yanlış protein 

katlanmaları otofajinin oluşumunu uyarmaktadır (Huo vd., 2020). Yüksek sıcaklığın 

protein denatürasyonuna sebep olması  ve membran akışkanlığını değiştirmesinin yanında, 

metabolik süreçlerin genel işleyişini bozarak oksidatif strese de neden olabildiği 

bilinmektedir (Hong vd., 2003). 

 

Bitkilerin oksidatif strese girmesiyle birlikte hücre içerisindeki reaktif oksijen 

türleri (ROS) nin miktarı artmakta ve bitkinin sahip olduğu antioksidan sistemlerle ROS 

üretimi arasındaki değer bozulmaktadır (Yanık vd., 2018). Reaktif oksijen türleri 

konsantrasyonları belirli bir eşiğe ulaştığında ise, hücreler programlanmış bir hücre ölümü 

yanıtını başlatmaktadırlar (Jambunathan, 2010). Reaktif oksijen türleri, bitki biyolojisinde 

hem farklı stres koşulları esnasında hücrelerde biriken aerobik metabolizmanın toksik bir 

yan ürünü (Miller vd., 2008), hem de ısı şoku transkripsiyon faktörlerini (HSFs) aktive 
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eden  önemli bir sinyal iletim molekülüdür (Soltani vd., 2019). Bu duruma ek olarak  ısı 

HSFs’leri ve ısı şoku proteinlerini (HSP'ler) içeren sıcaklık stres tepkisi sinyal iletim 

yollarının ve çeşitli savunma mekanizmalarının ROS ile yakından ilişkili olduğu ve stres 

toleransı sağlayarak bitkilerde savunma mekanizmalarına yardımcı olduğu 

düşünülmektedir (Awasthi vd., 2015). 

 

Bitkinin strese yanıtı, stres derecesi ve stres süresiyle ilişkili dinamik bir süreçtir 

(Kosova vd., 2011). Bitkilerin yüksek sıcaklık stresinde bazı özel proteinler sentezledikleri 

son çalışmalarla kanıtlanmıştır (Haliloğlu, 2015; Ergin vd., 2016). Hücrelerde ilk kez 

yüksek sıcaklıkla ilgili olduğu keşfedilen bir grup protein ailesi olan HSP’ler  (Aşkar vd., 

2007), sıcaklık şokunun temel yanıtıdır  (Sanmiya vd., 2004;  Büyük vd., 2012). 

 

Canlı organizmaların çoğunda farklı HSP türleri tanımlanmıştır. Isı şoku proteinleri 

5 ana sınıfa ayrılıp; HSP70 (DnaK), HSP60 (GroEL ve Şaperoninler), HSP90, HSP100 ve 

küçük ısı şoku proteinleri (sHSP) şeklinde sınıflandırılmaktadırlar (Wang vd., 2004). Isı 

şoku proteinleri ilk olarak sıcaklık ve diğer streslerin indüklediği gen ürünleri olarak 

tanınmışlardır. Stressiz hücrelerde bile, başarılı katlama, montaj, hücre içi lokalizasyon, 

sekresyon, düzenleme ve diğer proteinlerin bozulmasında çeşitli roller oynadığı ortaya 

çıkmış olup, son yıllardaki keşiflerle moleküler şaperon olarak rolleri de önemsenmeye 

başlanmıştır (Feder, 1999; Krishna, 2003). Isı şoku proteini sentezi, hem transkripsiyonel 

hem de translasyonel kontrolü içeren karmaşık bir yanıttır (Howarth, 1989). Ayrıca bazı 

sHSP'ler membran ile birleşerek sıcaklık stresi sırasında zarları erken stabilize edebilen ısı 

şok lipitleri oluşturur (Bita ve Gerats, 2013). Isı şoku proteinlerinin molekül ağırlıkları 10-

200 kilodalton (kDa) arasında olup, sıcaklık stresinde sinyal indüksiyonunda görevli 

şaperonlar olarak bilinmektedirler (Al-Whaibi, 2011). Isı şok proteinlerinin sentezi 

ortalama yetişme sıcaklığının 8-10°C üzerinde artmaktadır (Kimpel ve Key, 1985). Isı 

şoku proteinleri sitoplazma, çekirdek, mitokondri, kloroplast ve endoplazmik retikulum 

gibi organellerde bulunabilir (Wang vd., 2004). 

 

HSP60 ve HSP70 ailelerine ait ısı şoku proteinleri gibi bitki HSP'lerinin çeşitli 

rolleri hakkında birçok çalışma yapılmıştır (Banerjee ve Roychoudhury, 2018). HSP70 ve 

HSP60, ısı stresi toleransında önemli bir rol oynar ve bitki türleri boyunca yüksek oranda 
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korunur (Tiwari vd.,2020). Şaperoninler olarak bilinen HSP60 sınıfı prokaryotlarda 

bulunduğu gibi ökaryotların mitokondri ve plastitlerinde de bulunur. Şaperoninler, 

katlanmamış veya kısmen katlanmış polipeptidleri stabilize ederek agregasyonlarını önler 

(Hartl ve Martin, 1995). Ayrıca Rubisco gibi plastid proteinlerine katılırlar (Hendrick ve 

Hartl, 1993; Nakamoto ve Hiyama, 1999; Wang vd., 2004). Bununla birlikte sHSP’ler  15-

40 kDa büyüklüğünde olan, çekirdek ve sitoplazmada bulunan ve aynı zamanda apoptosis, 

farklılaşma vb. gibi normal hücresel fonksiyonların gerçekleştirilmesini sağlayan, 

antioksidan özelliği de bulunan proteinlerdir (Aşkar vd., 2007). Bazı çalışmalar sHSP’lerin 

yüksek sıcaklığa karşı  proteinlerin agregasyonlarını önleyen şaperonlar olduğunu 

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

 

Taze fasulye içerdiği vitamin (A, B1, B2 ve C vitaminleri), mineral ve protein 

bakımından hayati bir besin niteliğinde olup hayvancılıkta ise yem olarak 

kullanılabilmektedir, ayrıca azot fiksasyonu sayesinde toprağın verimliliğinin artırılmasına 

katkıda bulunur (Darkwa vd., 2016). Kazık kökleri sayesinde fasulye toprağa 

derinlemesine nüfuz etmekte ve toprağın alt tabakasında biriken besinleri kullanılabilir 

seviyeye yükselterek toprağın zenginleşmesini sağlamaktadır (Tanrıseven, 2020). 19. 

yüzyılın sonlarına doğru yapılan arkeolojik çalışmalara dayanarak taze fasulyenin gen 

merkezinin Güney ve Orta Amerika olduğuna ulaşılmıştır (Marotti vd., 2006). Elli 

Phaseolus cinsi içerisinde bulunan 5 önemli tür olan  P. vulgaris, P. lunatus, P. coccineus, 

P. acutifolius ve P. poliantus ticari açıdan değeri yüksek olanlar olarak bilinmektedirler. 

Bu türler içinde P. vulgaris’ in dünyada yetiştirilen baklagillerin %75’ini kapsadığı ve en 

fazla yetiştirilen tür olduğu bildirilmektedir (Broughton vd., 2003).  

 

Fasulye dünyanın en büyük ekim alanına sahip baklagil bitkisi olup yabancı 

kökenine rağmen adaptasyon sağlayabilmiş ve özellikle Karadeniz bölgesinde geniş 

çeşitlilik göstermiştir (Bozoğlu ve Sözen, 2007). Ülkemizde 75 ilimizde fasulye 

yetiştiriciliği yapılmaktadır (Ton vd., 2014). Birleşmiş Milletler Gıda ve Tarım Örgütü 

(FAO) 2019 verilerine göre dünyada 26,9 milyon ton taze fasulye üretimi yapılmıştır 

(FAO, 2021). Türkiye İstatistik Kurumu (TUİK) 2019 verilerine göre ülkemizde 596.074 

ton taze fasulye üretimi yapılmıştır (TÜİK, 2021). Taze fasulyenin çimlenmesi için 

optimum sıcaklık 20-30°C aralığındadır (Hucl, 1993) ancak iklim değişikliğiyle beraber 



4 

 

yüksek sıcaklıklardaki artış baklagil mahsul veriminde sıcaklık stresine bağlı bir azalma 

meydana getirir. Bu zarar; üreme dokularının büyümesi ve gelişmesi esnasındaki sıcaklık 

değişimlerine karşı bitki hassas olduğu için özellikle meyve-tohum oluşumunda daha 

fazladır (Ozga vd., 2017). 

 

Örtüaltı fasulye yetiştiriciliğinde ürün verimini ve kalitesini negatif yönde etkileyen 

abiyotik stres faktörlerinin en önemlisi yüksek sıcaklıktır (Kabay, 2018). Ayrıca, küresel 

iklim değişikliğinden de kaynaklanan yüksek sıcaklık açıkta taze fasulye yetiştiriciliğinde 

ve buna bağlı olarak veriminde de önemli bir kısıtlama olarak karşımıza çıkmaktadır 

(Porch, 2006). Bitkilerde yüksek sıcaklık stresine tolerans kazanılmasında etkili olan 

HSP'lerin taze fasulye bitkisindeki rolünün araştırılması ve genotipler arasındaki farklılığın 

ortaya konması yüksek sıcaklığa toleranslı çeşitlerin geliştirilmesi açısından önem 

taşımaktadır. Bu çalışma, ileride HSP'lerin amino asit dizisinin tespit edilmesi ve bunun 

sonucunda taze fasulyede yüksek sıcaklık stresinde etkili olan gen bölgelerinin 

tanımlanmasına yönelik çalışmalara temel olacaktır. 
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2. LİTERATÜR ARAŞTIRMASI 

 

Bitki büyüme ve gelişmesini etkileyen en önemli çevre faktörlerinden birisi yüksek 

sıcaklıktır. Yüksek sıcaklıkların; tarımsal verimlilik, çiftlik gelirleri ve gıda güvenliği 

açısından önemli sonuçları olabileceği düşünülmektedir (Battisti ve Naylor, 2009). 

Hükümetlerarası İklim Değişikliği Paneli (IPCC)’nin raporuna göre, 2016 ve 2035 yılları 

arasında küresel olarak 0,3-0,7°C'lik ve bu yüzyılın sonuna kadar ise 0,3-4,8°C'lik sıcaklık 

artışı beklenmektedir (IPCC, 2014).  

 

Yüksek sıcaklık stresi bitki metabolizmasında fizyolojik, biyokimyasal ve 

moleküler bazı değişikliklere neden olur (Levitt, 1980). Örnek verilmesi gerekirse, yüksek 

sıcaklık stresinin bitki tilakoid sisteminin yapısında değişikler ve düzensizlikler meydana 

getirdiği bilinmektedir (Semenova, 2004). Sıcaklık stresi aynı zamanda hücre iskeleti 

yapısını da etkilemektedir (Parrotta vd., 2016). Yüksek sıcaklık, morfolojik olarak büyüme 

ve kuru ağırlıkta önemli azalmaya neden olurken anatomik açıdan hücre boyutunun 

küçültülmesi, stomaların kapanması gibi değişiklere neden olabilmektedir (Sailaja vd., 

2014).  

 

Yüksek sıcaklık bitkinin yaşam evrelerini kısaltmakta, karbon asimilasyonuyla 

ilişkili süreçleri değiştirmektedir. Örneğin solunumu artırmak için daha fazla karbon 

fiksasyonuna ihtiyaç vardır fakat yüksek sıcaklıklar Rubisco aktivitesiyle beraber 

fotosentez işlemlerinin ısıya en duyarlı bileşeni olan fotosistem-II'nin kloroplast 

içerisindeki etkinliğini azaltmaktadır bu sebeple de fotosentez azalmaktadır (Masouleh ve 

Sassine, 2020).  Yüksek sıcaklık stresi çiçeklerde bulunan stigma yapılarını etkileyerek 

stigma polen etkileşimini ve etkileşim süresini azaltır bu durumda başarılı bir fertilizasyon 

şansını azaltabilir (Hedhly vd., 2005). Meyve olgunlaşması gibi gelişimsel olayların oranı 

büyük ölçüde sıcaklıkla belirlendiğinden sıcaklıkta meydana gelen dalgalanmalar mahsul 

verimini etkileyebilir ileri aşamada ise ani sıcaklıklar meyve oluşmasını tamamen 

engelleyebilir (Adams vd., 2001). Ayrıca bitkilerin patojenlere olan duyarlılığı yüksek 

sıcaklık ile artmaktadır (Kiraly vd., 2008). 
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Bitkilerde yüksek sıcaklıklara uyum sağlama sırasında ortaya çıkan değişikliklerin 

birçoğu geri dönüşümlüdür. Ancak, eğer stresin şiddeti çok büyük ise geri dönüşümü 

olmayan ve bitkinin ölümüne neden olan değişiklikler ortaya çıkabilir. Diğer taraftan, 

sıcaklık stresi, sıcaklığın yoğunluğuna (derece sıcaklık), süresine ve sıcaklık artış oranına 

bağlı karmaşık bir olaydır yani, uzun süreli daha az sıcaklık, kısa süreli yüksek sıcaklık 

kadar çok zarara yol açabilmektedir (Larcher, 1995). Yapılan çalışmalar, sıcağa alıştırılmış 

bir bitkinin yüksek sıcaklığa maruz kaldığı zaman yaşamını devam ettirebilirken, 

alıştırılmamış bir bitkinin devam ettiremediğini göstermektedir. Bu durum kazanılmış 

termotolerans olarak tanımlanmaktadır (Hasanuzzaman vd., 2013). 

 

Bitkilerin normal büyüme sıcaklıklarının üzerindeki sıcaklıklara maruz kalması 

hücre zarı yapısında geri dönüşümsüz değişikliklere ve kararsızlıklara neden olmaktadır. 

Hücre membranı zararlanmasının ölçülmesinde kullanılan iyon sızıntısı direkt sıcaklık 

zararının bir göstergesidir (Arora vd., 1998). Ayrıca, diğer abiyotik stres faktörlerinde 

olduğu gibi yüksek sıcaklık stresinde bitki bünyesinde pek çok metabolik olayın 

etkilendiği bir gerçektir. Örneğin, yüksek sıcaklık stresi koşullarının delice ve çayır otu 

bitkilerinde yaprak oransal su kapsamını (YOSK) azalttığı, iyon sızıntısını ise arttırdığı 

tespit edilmiştir (Jiang ve Huang, 2001; Xu vd., 2006). Bununla birlikte YOSK'daki 

azalma ön sıcaklık alıştırması uygulanmayan bitkilerde daha fazla olmuştur. Gulen ve Eris 

(2003, 2004) ise, "Camarosa" çilek çeşidinde sıcaklığın kademeli olarak arttırıldığı yüksek 

sıcaklık uygulamalarında iyon sızıntısının şok sıcaklık stresine maruz kalan bitkilere oranla 

daha yüksek olduğunu belirlemişlerdir. Araştırmacılar çilek bitkisinde yüksek sıcaklık 

uygulamalarının YOSK'nı azalttığı, turgor kaybını (TK) arttırdığını bildirmektedirler 

(Gulen ve Eris, 2003; 2004, Gülen vd., 2007; Kesici, 2009; Kesici vd., 2013). Benzer 

sonuçlar 'Gemlik' zeytin çeşidinde de elde edilmiştir (Cansev, 2012). 

 

 Aydoğan ve Turhan (2013) ise 'Keklik' barbunya çeşidinde yüksek sıcaklık 

uygulamalarının YOSK oranını azalttığını, buna karşılık TK'nı ise arttırdığını 

belirlemişlerdir. Benzer şekilde bakla genotiplerinde de yüksek sıcaklık uygulamalarına 

bağlı olarak YOSK'nın azaldığı belirlenmiştir (Siddiqui vd., 2015). Yüksek sıcaklıklar 

transpirasyon oranında artışa neden olarak YOSK'nı azaltmakta, TK'nı ise arttırmaktadır 

(Yamasaki ve Dillenburg, 1999; Farouk,  2011). 
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İki buğday çeşitleri olan Katya (tolerant) ve Sadovo (hassas)’da yapılan kuraklık ve 

sıcaklık stresi uygulamalarının birlikte ve ayrı ayrı olarak etkileri incelenmiştir. Elde edilen 

sonuçlara göre YOSK hem ayrı ayrı hem de birlikte uygulanan stres koşullarında azalmış, 

iyon sızıntısı ise artmıştır (Grigorova vd., 2011).  

 

Buğday fidelerinin artan gece/gündüz sıcaklığına maruz bırakıldığı çalışmada 

[25/20°C (kontrol), 30/25°C ve 35/30°C] YOSK’nın 30/25°C’de fazla etkilenmediği ancak 

35/30°C’de kontrole kıyasla önemli bir düşüş gösterdiği gözlemlenmiştir. Ayrıca prolin 

içeriği 30/25°C’de 1,5 kat, 35/30°C’de ise 2,2 kat artış göstermiştir (Amirjani, 2012). 

Omea vd. (2005)' nin fasulye bitkisinde yapmış oldukları araştırmada, YOSK'nın daha iyi 

fotosentetik koşullar oluşturması açısından önemli rol oynadığı belirlenmiştir. Ayrıca, 

yapraktaki su potansiyelinin azalmasının sıcaklık stresine karşı verilmiş bir tepki 

olabileceğine dikkat çekilmiştir. Yine, çavdarda (Lolium perenne L.) yüksek sıcaklığa 

hassas ve tolerant olduğu bilinen çeşitlerle yapılan çalışmada  bitkiler 36°C ve 40°C 

sıcaklıklara maruz bırakılmış iyon sızıntısının hassas olan çeşitte daha yüksek olduğu 

belirlenmiştir (Soliman vd., 2010).  

 

 Yapılan başka bir çalışmada ise 10 saat süreyle üç farklı sıcaklık stresine maruz 

bırakılmış  (37°C, 42°C, 47°C) zambak (Lilium longiflorum L.) yapraklarında kontrole 

kıyasla  37°C ve  42°C de hafif, 47°C’de önemli ölçüde iyon sızıntısında artış görülmüştür 

(Yin vd., 2008). Benzer şekilde, (Agrostis palustris Huds.) çim bitkilerinin hassas 

Penncross ve tolerant L-93 çeşitlerinde yapılan çalışmada 22°C/16°C (kontrol) yetiştirilen 

bitkilerin yarısı 35°C/25°C sıcaklığa maruz bırakılmıştır. Yapılan analiz sonucu iyon 

sızıntısının her iki çeşitte de arttığı fakat bu artışın Penncross’da daha fazla olduğu ortaya 

konmuştur (Liu ve Huang., 2000). 

 

Prolin, proteinlerin yapısını stabilize eden moleküler şaperon görevi gören önemli 

bir ozmolit olarak kabul edilir (Szekely  vd., 2008). Kuraklık, tuz stresi, yüksek sıcaklık, 

yüksek ışık ve UV, ağır metaller gibi abiyotik stresler ve biyotik streste prolin miktarının 

arttığı ve prolin birikiminin, bazı olumsuz çevresel koşulların toleransı için önemli olduğu 

vurgulanmıştır (Szabados ve Savoure, 2010).  Prolin, osmo-koruyucu bir madde olarak 

hareket etmenin yanı sıra, bir hidroksil radikal temizleyici aynı zamanda bir azot ve enerji  
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kaynağı (Claussen, 2005; Mostajeran ve Rahimi-Eichi, 2009; Abraham vd., 2010), ve 

metal şelatlayıcı olarak görev yapmaktadır (Kaur ve Asthir, 2015). 

 

Prolin sürgünlerin apikal meristemleri gibi hızlı bölünmeye maruz kalan dokularla 

ilişkilendirilmiş, çiçeklenme ve embriyo oluşumuna da katkıları olduğu belirtilmiştir. 

Ayrıca polen ve tohumlarda dehidrasyon meydana gelmesi durumunda hücresel yapıları 

korumada görev yaptığı rapor edilmiştir (Lehman vd., 2010). Prolin birikimi sitosolde 

meydana gelir. Ayrıca prolinin yüksek sıcaklık ve kuraklık stresinin meydana getirdiği 

hasarın giderilmesinde tuzluluk stresi sonucunda oluşan hasara oranla daha etkili olduğu 

öne sürülmüştür (Babu ve Deveraj, 2008). Prolin ve hücrenin bölünme esnasındaki 

uzaması arasında pozitif bir korelasyon bulunmuş olup; bu durumun hidroksiprolin 

bakımından zengin glikoproteinlerin hücre duvarının yapısal bileşeni olmasından  

kaynaklandığı düşünülmektedir (Trovato vd., 2008).  

 

Prolin biyosentezindeki eksiklik, anormal bitkilere ve hücre duvarı kusurlarına yol 

açar ve dolayısıyla prolinin  yapısal proteinler içerisindeki rolü yadsınamayacak kadar 

çoktur (Kavi Kishor vd., 2015). Aynı zamanda prolin strese yanıt verecek olan genlerin 

düzenlenmesinde yardımcı olan sinyal iletim yolaklarının da aktif bir bileşenidir (Rani ve 

Tokas, 2020). Bu özelliklere ek olarak prolinin mitokondriyal elektron taşıma kompleksini, 

membranları  ve Rubisco’yu koruduğu bilinmektedir (Hayat vd., 2012). 

 

Yüksek sıcaklık stresine maruz kalma sürelerinin etkilerini incelemek amacıyla 4 

taze fasulye genotipinde (Cerinza, Bachue, Bacata, Bianca)  iki ayrı deneme yapılmıştır. 

İlk denemede ‘Cerinza’ genotipi çimlenmeye başladıktan 45 gün sonra yüksek sıcaklık 

stresine maruz bırakılmıştır. Bitkilerin bir kısmı kontrol sıcaklığı olan 25/20°C’de 

tutulurken, kalan bitkiler 5, 10 ve 20 gün süresince 40°C sıcaklığa maruz bırakılmıştır. 

Belirtilen süreler boyunca hergün 5 saat 40/25°C sıcaklığa maruz bırakılmıştır. İkinci 

denemede ise 4 fasulye genotipi çimlenmeye başladıktan 45 gün sonrasında 20 gün 

boyunca dört farklı gündüz sıcaklığına [kontrol(25/20°C), 30°C, 35°C, 40°C] maruz 

bırakılmıştır. Bu süre içerisinde geceleri ise bitkiler serada kontrol sıcaklıklarına geri 

döndürülmüştür.  İlk denemede prolin içeriğinin artığı görülmüştür. İkinci denemede ise 

prolin miktarı, Cerinza, Bachua, Bacata’da 40°C’de artmıştır. Araştırmacılar, Cerinza, 
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Bachua, Bacata genotiplerinin uzun sıcaklık stresine orta derece toleranslı olduğunu öne 

sürmüşlerdir (Chavez ve Arias,  2018). Diğer taraftan yüksek sıcaklık stresine 24 ve 48 

saat boyunca (42°C) maruz bırakılan Maş fasulyesinin prolin içeriğinin önemli miktarda 

arttığı bildirilmiştir (Nahar vd., 2015). Siddiqui vd., (2015) yaptıkları çalışmada Vicia faba 

çeşitleri içerisinde sıcaklık stresine tolerant olarak belirledikleri çeşidin iyi bir antioksidan 

enzim içeriğine ve yüksek prolin birikimine sahip olduklarını belirtmişlerdir. Yüksek 

sıcaklığa maruz bırakılan Lactuca sativa L. fidelerinde de prolin ve çözünmüş şeker 

içeriğinde artış gözlemlenmiştir (Han vd., 2013).  

 

Harsh vd., (2016) yaptıkları çalışmada Vigna aconitifolia’ nın 37 genotipinde kısa 

süreli sıcaklık stresinin etkilerini incelemek amacıyla 7 günlük fideler 1 saat süreyle 42°C 

sıcaklığa maruz bırakılmıştır. Sıcaklık stresi altındaki genotiplerin çoğunda toplam şeker 

ve prolin üzerinde önemli miktarda artış ve katalaz (CAT), guakiol peroksidaz (GPOX) ve 

süperoksid dismütaz (SOD) aktivitesinde artış gözlenmiştir. Rizhsky vd.,  (2004) yaptıkları 

çalışmada 38°C’de 6 saat yüksek sıcaklığa ve kuraklığa maruz bıraktıkları Arobidopsis de  

prolin birikmediği bunun yerine sukrozun osmoprotektan olarak öne çıktığını 

belirtmişlerdir.  

 

Rivero vd., (2004) domateste yaptıkları çalışmada domatesleri iki gruba ayırarak bir 

gruba NH4
⁺
 diğer gruba NO3

- 
ile muamele etmişler ve sırasıyla 10°C, 25°C ve 35°C 

sıcaklıklara maruz bırakmışlardır. Çalışmaları sonucunda 35°C derecede prolin birikimin 

arttığını gözlemlemişlerdir. Tütün bitkisinde sıcaklık stresinde prolin ve poliaminin 

etkilerinin incelendiği çalışmada yabani tip (Nicotiana tabacum L. cv. M51) ve transgenik 

(35S:P5CSF129A) tütün bitkileri 2 saat ve 6 saat boyunca 40°C sıcaklık stresine maruz 

bırakılmıştır. Elde edilen sonuçlara göre ilk sıcaklık uygulamasında yani 40°C’de 2 saatte 

yabani tipin üst yaprakları ve köklerindeki prolin miktarı kontrole oranla artmış, yabani 

tipin aksine transgenik tütün bitkilerinin üst yapraklarında ise prolin miktarı kontrole 

oranla azalmıştır. İkinci uygulama olan yani 6 saatlik 40°C sıcaklık uygulamasında ise hem 

yabani tip hem de transgenik tütün bitkilerinin alt yapraklarında prolin artışı 

gözlemlenmiştir (Cvikrová vd., 2012).  
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Serada kontrollü koşullarda yetiştirilen hıyar fidelerinde sağlıklı ve tüylü küf 

hastalığı bulunan (Pseudoperonospora cubensis) yapraklar ısı şokuna maruz bırakılmıştır. 

Belirlenen tarihte saat 09.30 sıcaklık 33°C’den saat 10.00’da 45°C’ye aniden yükseltilmiş 

ardından saat 12.00’da 48°C maksimum sıcaklığa getirilmiştir. Elde edilen sonuçlarda  

hem sağlıklı yapraklar hem de tüylü küfle enfekte olmuş yapraklar için stomatal iletkenlik, 

transpirasyon hızı, antioksidan enzim aktiviteleri, toplam çözünür şeker içeriği, sukroz 

içeriği, çözünür protein içeriği ve prolin içeriğinin arttığı görülmüştür (Ding vd., 2016). 

 

 Yedi günlük mısır fideleri, farklı zaman aralıklarında (1, 3, 6, 24, 48 ve 72 saat) ısı 

şokuna maruz bırakılmış ardından normal büyüme koşullarında 5 gün büyütülmüştür. Elde 

edilen sonuçlarda prolin içeriğinde önemli bir artış görülmüş ve ısı stresinde prolin 

miktarının artışının önemli bir belirteç olabileceği öne sürülmüştür (Hussain vd., 2016).  

 

Gosavi vd., (2014) yaptıkları çalışmada yüksek sıcaklık stresi altındaki sorgum 

genotiplerinde prolin birikiminin ve HSP sentezinin arttığını bildirmişlerdir. Isı şokuna 

maruz bırakılan Vigna radiata (L.) fidelerinde 40°C, 50°C ve 60°C'de prolin miktarında 

artış gözlemlenmiş şeker içeriğindeki artışın ise yüksek sıcaklık stresi etkisiyle nişasta 

parçalayıcı enzimlerin aktivasyonu ile olabileceği bildirilmiştir (Amutha vd., 2007).  

 

Brassica juncea’nın 50 genotipinde yapılan çalışmada dört günlük fideler 4,5 saat 

45°C yüksek sıcaklığa maruz bırakılmış ve iyon sızıntısının hassas genotiplerde daha 

yüksek olduğu bulunurken, prolin miktarının tolerant genotiplerde daha yüksek olduğu 

görülmüştür (Wilson vd., 2014). Yine, arpa (Hordeum vulgare) ve turp (Raphanus sativus) 

yapraklarında, prolin içeriğinin 41°C yüksek sıcaklık altında hafif bir artış gösterdiği 

belirlenmiştir (Chu vd., 1974). Börülcede (Vigna unguiculata) yapılan çalışmada ise 

sıcaklığın 26°C’den 42°C’ye yükseltilmesi ile prolin sentezinin 2,7 kat arttığı 

gözlemlenmiştir (Mayer vd., 1990). 

 

Yüksek sıcaklığa adapte olamayan bitkiler proteinlerindeki yapısal veya 

fonksiyonel değişimlerini tamamlayamamaktadırlar (Gulen ve Eris, 2004). Stres 

proteinlerinin pek çoğu suda çözünür olduğu için, hücresel yapıların stres toleransına 

muhtemelen hidrasyon yoluyla katkıda bulunurlar (Wahid ve Close, 2007). Stres 
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koşullarında protein yapılarının ve fonksiyonlarının korunması hücrenin yaşamını devam 

ettirebilmesi açısından çok önemlidir (Wang vd., 2004). Sıcaklık stresi, protein yapısı ve 

aktivitesi üzerinde de negatif bir etkiye sahiptir (Wery vd., 1993). Stres koşullarında 

protein yapılarının ve fonksiyonlarının korunması hücrenin yaşamını devam ettirebilmesi 

açısından çok önemlidir (Wang vd., 2004). 

 

Abiyotik stresle başa çıkma yollarından biri stres proteinlerinin sentezlenmesidir 

(Wahid ve Close, 2007). Sıcaklık stresi sırasında özel bazı proteinlerin sentezlendiği 

bilinmektedir ve bu proteinler HSP'ler olarak belirlenmiştir (Nakamoto ve Hiyama, 1999). 

Isı şoku proteinleri ilk olarak 1960’larda Drosophila'da keşfedilmiştir. Stres proteinleri 

olarak da bilinen HSP’ler tüm bitki ve hayvanlarda yüksek oranda korunmuş olarak 

bulunmaktadır (Vierling, 1991). 

 

 Bitkiler yüksek sıcaklıklara maruz kaldıklarında normal hücresel proteinlerde 

azalma olduğu, buna karşılık HSP'lerde ise artış olduğu belirlenmiştir (Gülen ve Eriş 

2004). Isı şoku proteinleri, normal hücresel süreçte protein katlanması, montaj, 

translokasyon ve yıkımından sorumlu iken, stres koşullarında ise proteinlerin yeniden 

katlanmalarını ve denatürasyonlarını önlerler (Hartl, 1996; Boston vd., 1996; Wang vd., 

2004). Isı şoku proteinlerinin, fotosentetik elektron taşıma sistemini korumada da görevli 

olduğu bilinmektedir (Maestri vd., 2002). Abiyotik stres koşullarına bitkilerin verdiği 

tepkiler ve abiyotik stres toleransları konusunda sHSP ailesi dışında, diğer HSP'lerin 

rolüne nispeten daha az odaklanılmıştır ve bu konudaki çalışmalar oldukça sınırlı sayıdadır 

(Wang vd., 2003; Burke vd., 2000; Burke, 2001; Hong ve Vierling, 2000, 2001; Hong vd., 

2003).  

 

Yüksek sıcaklık stresi altında bazı sHSP’ler, toplam yaprak veya kök hücre 

proteinlerinin %1'ine kadar ulaşabilmektedir ve proteinlerin agrege olmasını önlediği, 

doğru protein katlanmasını teşvik ettiği düşünülmektedir. HSP60’ın aksine sHSP’lerin 

etkinliği adenozin trifosfattan (ATP) bağımsızdır (Sun vd., 2002). HSP20’ler bitkilerde en 

bol bulunan sHSP grubudur. Bitkilerde sHSP’ler, 90 amino asitlik korunmuş a-kristalin 

bölgesi içermektedir. Bu bölgenin, şaperon rolü olduğu öne sürülmektedir (Scharf vd., 

2001).Yüksek sıcaklık uygulaması ardından sentezlenen sHSP’lerin yarı ömür sürelerinin 
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30-50 saat olduğu ve bu durumun iyileşmede önemli olabileceği belirtilmektedir (Sun vd., 

2002). Yan vd. (2017), Panicum virgatum'da, sıcağa ve diğer abiyotik stres türlerine 

duyarlı olan 63 adet HSP20 tespit ettiklerini bildirmişlerdir. Bu proteinler ayrıca strese 

duyarlı üreme organlarında da koruma sağlamıştır. Literatürde yer alan bir diğer çalışmada, 

soya fasulyesinde düşük molekül ağırlıklı HSP grubuna (15-18 kDa) odaklanılmasının 

sebebinin bu proteinlerin açık ara farkla çok sentezlenmesi ve bitkinin evrimi süresince 

korunması ile olduğu ifade edilmektedir (Schoffl vd., 1987). 

 

 Soya fasulyesi (Glycine max)'nde yapılan çalışmada, 40°C'lik yüksek sıcaklık 

uygulamalarının normal protein sentezini azalttığı, buna karşılık HSP sentezini arttırdığı 

bildirilmiştir (Lin vd., 1984). Lin vd  (2001)’de yayımladıkları çalışmada Arobidopsis 

thaliana da yüksek sıcaklığın HSP sentezini artırdığını bildirmişlerdir. Çeltikte N22 çeşidi 

yüksek sıcaklığa tolerant bir çeşit olarak bilinmektedir. Kontrol sıcaklığından (29°C), 38°C 

sıcaklığa yükseltilip 6 saat tutulan N22 çeşidi bitkilerinde yapılan analizler sonucunda 

HSP’nin yüksek oranda sentezlendiği tespit edilmiştir (Jagadish vd., 2010).   

 

Vierling ve Nguyen (1990), 37°C’ye maruz bırakılan Triticum monococcum’ da 17, 

18, 22, 27, 70, 84 ve 93 kDa büyüklüğünde ısı şoku proteinleri gözlemlemişlerdir. Majoul 

vd (2003) e göre 18°C/10°C kontrol sıcaklığında yetiştirilen buğdaylar ve 34°C/10°C 

sıcaklığında yetiştirilen buğdaylardaki sonuçlarına göre kontrol sıcaklığında da HSP’lerin 

bulunduğu ancak 34°C yetiştirilen buğdaylarda bu miktarın arttığını belirlemişlerdir. 

Tahıllarda yapılan çalışmada (Triticum aestivum L., Triticum durum Desf., Hordeum 

vulgare L., Secale cereale L. ve Secale triticale) 40°C'lik sıcaklık uygulamasından sonra 

kontrol sıcaklığında görülen bazı protein bantlarına ilaveten 13 farklı protein bandı 

saptanmıştır (Necchi vd., 1987). 

 

 Bezelyede (Pisum sativum) 34, 36, 38 ve 40°C'lik yüksek sıcaklık uygulamaları 

sonucunda sıcaklık derecesi arttıkça yapraklarda HSP21 ve HSP70 proteinin arttığı 

saptanmıştır (Chen vd., 1990). Key vd (1981)’ e göre soya fasulyesi büyüme sıcaklığı 

28°C’den 40°C’e yükseltildiğinde normal protein sentezinin azaldığı bununla birlikte HSP 

sentezinin arttığı bildirilmiştir (Key vd., 1981).  Soya fasulyesinde, yüksek sıcaklığa  

maruz kalmanın ilk 30 dakikası boyunca ubikitin ve konjuge ubikitinin biyosentezi, yüksek 
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sıcaklığa toleransın en önemli mekanizması olarak bildirilmiştir (Ortiz ve  Cardemil, 

2001). Mısırda (Zea mays L.) 42°C'de 4 saatlik yüksek sıcaklık uygulamasından sonra 

HSP70 proteininin sentezinde bir artış olmadığı, buna karşılık HSP22 proteininin 

sentezinde önemli derecede bir artış olduğu bildirilmiştir (Lund vd., 1998). 

 

 Çeltikte 87 kDa’luk HSP’nin ısı şokunun (40°C) ilk 2 saati içerisinde geçici olarak 

sentezlendiği uzun süreli yüksek sıcaklık stres koşullarında veya 4 saatlik ısı şokunun 

ardından dahi korunduğu ifade edilmiştir (Pareek vd., 1998).  

 

Fender ve O'Connell (1989)’e göre yüksek sıcaklığa tolerant Gossypium hirsutum 

ve hassas Gossypium barbadense ile yapılan çalışmada HSP sentezinin indüklendiği 

sıcaklık 37°C olarak ve HSP sentezinin maksimum sentezlendiği sıcaklık 45°C olarak 

ifade etmiştir. Ayrıca her iki bitki materyalinde de benzer moleküler ağırlığa sahip 

HSP’lerin varlığı bildirilmiştir (97, 92, 86, 78 ~ 67, 26, 24, 19 ve 18 kDa). Üç günlük mısır 

fidelerinin köklerinde yapılan çalışmada sıcaklık 25°C’den 40°C’ye yükseltilmiş 25°C’de 

gözlemlenen proteinlerin sentezinin 40°C’de de gözlemlendiği belirtilmiştir. Ancak 

sıcaklık geçişinin ilk 20 dakika sonrasında yeni HSP’lerin indüklendiği gözlemlenmiş ve 

bu HSP’lerin moleküler ağırlıkları 87, 85, 79, 78, 77, 72, 70, 27, 22 ve 18 kDa şeklinde 

bildirilmiştir. Sıcaklığın 25°C'den 45°C'ye kaydırılması durumunda ise normal protein 

sentezi devam ederken molekül ağırlıkları 83, 81, 68 ve 65 kDa olan proteinlerin 

sentezlendiği gözlemlenmiştir (Cooper ve Ho, 1983).  

 

Keeler vd., (2000) lima fasulyesinde (Phaseolus lunatus) yaptıkları çalışmada 37 

°C'lik yüksek sıcaklığa maruz kalan bitkilerde HSP 100/ClpB protein sentezinin artığını 

belirlemişlerdir. Yüksek sıcaklık uygulamalarının ardından Arabidopsis'te HSP'lerin ve ısı 

stresi ile ilişkili 32 kDa protein ifadesinin önemli ölçüde arttığı gözlemlenmiştir (Charng 

vd., 2006). Ayçiçeği (Helianthus annuus) bitkilerine değişen sürelerle (1, 2 ve 3 saat) 49, 

50, 51 ve 52°C'lik yüksek sıcaklık uygulamaları sonucunda bitkilerde HSP90 ve HSP104 

proteinlerinin yüksek miktarlarda sentezlendiği tespit edilmiştir (Kumar vd., 2003).  

 

Uzun süreli yüksek sıcaklık uygulamalarının çilekteki (Fragaria x ananassa cv. 

Camarosa) etkisinin araştırıldığı çalışmada, toplam protein ve DNA içeriklerinin sıcaklık 
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stresi uygulamaları ve sıcaklık artışı ile önemli değişiklik gösterdiği bildirilmiştir (Gülen 

ve Eriş 2003). Ledesma vd. (2004), 'Nyoho' ve 'Toyonaka' çilek (Fragaria x ananassa 

Duch.) çeşitlerine 4 saatlik 20, 23 ve 42°C'lik sıcaklıklar uygulamışlardır. Yapılan bu 

çalışmada yaprak ve çiçek dokularında her iki çeşitte de sıcaklık stresiyle birlikte pek çok 

protein içeriğinin azaldığı, buna karşılık sıcaklık stresine tepki olarak bazı yeni proteinlerin 

ortaya çıktığı saptanmıştır. Bu proteinlerin yapraklarda 19-29 kDa aralığında çiçeklerde ise 

16-26 kDa aralığında HSP'ler olduğu tespit edilmiştir.  

 

Buğdayda (Triticum aestivum L.) tolerant (HD2285) ve hassas (WH542) çeşitlerde 

yapılan çalışmada bitkiler 2'şer saat 15, 25, 35 ve 45°C'lik sıcaklıklara maruz 

bırakılmışlardır. Tolerant çeşidin HSP 100 içeriği bütün sıcaklık derecelerinde hassas 

çeşide göre daha yüksek bulunmuştur (Sumesh vd., 2008). Gündüz / gece sıcaklık 

döngüsünün 20/30°C'den 40/50°C'ye değiştirildiği Agave deserti, Carnegiea gigantean ve 

Ferocactus acanthodes'te on günlük uygulamanın sonunda her üç türünde 25-27 kDa 

moleküler ağırlığa sahip protein biriktirdiği bildirilmiştir (Kee ve Nobel., 1986). 

 

Çilek bitkisinde yüksek sıcaklık stresi koşullarında toplam protein miktarının 

azaldığı ve bu azalışın proteinlerin denaturasyonundan kaynaklanabileceği (Gulen ve Eris, 

2004) ve bununla birlikte toplam genomik DNA üretiminin de önemli bir oranda olumsuz 

bir şekilde etkilendiği bildirilmiştir (Gulen ve Eris, 2003) . Çilek bitkisinde yapılan başka 

bir çalışmada ise 23 kDa HSP, çilek yaprak dokularının yüksek sıcaklık toleransı ile 

ilişkilendirilmiştir (Ergin, 2012; Ergin vd., 2016).  

 

Yüksek sıcaklık stresinin dut yapraklarında da toplam protein miktarını azalttığı, 

toplam amino asit miktarını ve prolin birikimini ise, arttırdığı saptanmıştır (Chaitanya vd., 

2001). Benzer şekilde Turhan vd. (2015) tarafından biber bitkisinde yapılan çalışmada da 

yüksek sıcaklık uygulamalarının toplam protein miktarını belli sıcaklık derecelerine kadar 

azalttığı belirlenmiştir. Domateste yapılan bir çalışmada ise bitkiler 25/18ºC gündüz/gece 

sıcaklığında yetiştirildikten sonra sıcaklık kademeli olarak 2 saatte bir 1ºC arttırılarak 

42ºC'ye getirilmiş ve bu sıcaklıkta bitkiler 6 saat tutulmuştur. Daha sonra sıcaklık tekrar 

kademeli olarak düşürülerek normal koşullara getirilmiştir. Sıcaklık stresinin, 
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kloroplastlarda küçük molekül ağırlıklı HSP'lerin sentezini arttırdığı belirlenmiştir 

(Heckathorn vd., 1998).  

 

Literatürde yer alan bir diğer bilgi ise HSP lerin, enzimleri ve nükleik asitleri 

denaturasyondan koruyarak sıcaklık toleransında rolü olduğudur (Salisbury ve Ross, 

1992). Bitkilerde yüksek sıcaklığa tolerans ve HSP arasında korelasyon olduğu 

belirlenmekle birlikte (Lee ve Vierling, 2000), sıcaklığa toleransı sağlayan HSP nin 

fonksiyonları ile ilgili direkt bir kanıt mevcut değildir. Yüksek sıcaklık stresi sırasında ve 

sonrasında bitki solunumunda elektron transportu olumsuz etkilenmektedir. Stres 

durumlarında elektron transportunun devam etmesi için sHSP’lerin önemli olduğu 

belirtilmiştir. Mitokondrilerin termal toleransı, mitokondriyal HSP birikimini de 

etkilemektedir. Yüksek sıcaklık stresi proteinlerin yapısal değişimine yol açar. Böylece 

proteinler denatüre olur, proteolitik enzimler duyarlı hale gelir. Yüksek sıcaklığa 

adaptasyonun gelişmesi belli amino asitlerin birbirine göre yer değiştirmesi ile 

sağlanmaktadır. Proteinlerin denatürasyonu genellikle farklı hücresel çözeltiler (şekerler, 

organik asitler) tarafından korunmaktadır (Levitt, 1980). 

 

Bölümümüzde daha önce taze fasulye ile yüksek sıcaklık stresi koşullarında yapılan 

çalışmalarda; Balkız, Ferasetsiz ve Yerel Genotip taze fasulye genotiplerinde toplam 

protein profilleri gösterilmiştir. Genotiplerin profilleri incelendiğinde; 27-157 kDa arası 

molekül ağırlığına sahip bantlar olduğu belirlenmiştir. Balkız genotipinde Ferasetsiz ve 

Yerel Genotipten farklı olarak 45, 65 ve 78 kDa'luk, Yerel Genotipten farklı olarak ise 34 

kDa'luk protein bantları belirlenmiştir. Bantların yoğunluğu her üç genotipte de artan 

sıcaklık uygulamalarına bağlı olarak azalmış, bu azalış özellikle 50°C'de belirgin olmuştur. 

58 kDa büyüklüğündeki protein bandı her üç genotipte de en yoğun gözlenen protein bandı 

olmuştur. 58 kDa'luk protein bandının muhtemelen yapısal proteinlerden oluşan baskın bir 

bant olduğu ve bu bandın 50°C'de tüm genotiplerde azaldığı belirlenmiştir. Diğer taraftan 

bazı protein bantlarının 50°C'de tamamen kaybolduğu görülmüştür. Ayrıca Balkız 

genotipinde 40°C'de 45 kDa'luk protein bandının sentezlendiği ve 45-50°C'de bu bantın 

tekrar kaybolduğu belirlenmiştir. Protein bantlarında yüksek sıcaklığa bağlı olarak 

meydana gelen bu azalmanın, artan sıcaklıklarda protein yapısının bozulmasından 

kaynaklandığı düşünülmektedir (Tokyol, 2016; Tokyol ve Turhan, 2019). 
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Literatürde konu ile ilgili yapılan çalışmalarda da benzer sonuçlar alınmıştır. 

Yüksek sıcaklığa tepki olarak yeni proteinlerin sentezlendiği ve yüksek sıcaklıklara bağlı 

olarak protein bantlarında azalmalar ve neredeyse tamamen kaybolmaların olduğu 

bildirilmektedir (Ergin, 2012). Ayrıca, domateste sHSP’lerin  (Heckathorm, 1998; Turhan 

vd., 2014) ve çilekte 26 kDa’luk bir sHSP proteininin yüksek sıcaklıklarda tespit edilmesi 

yüksek sıcaklığa bir tepki olarak gösterilmektedir (Ledesma, 2004) Öte yandan Ergin 

(2012) kademeli ve şok yüksek sıcaklık uygulamalarında çilek yapraklarında 23 kDa’luk 

HSP60 proteininin yüksek sıcaklıklarda (46°C'den itibaren) biriktiğini belirlemiştir. Benzer 

şekilde Turhan vd. (2015) yüksek sıcaklık stresi koşullarında biber bitkisinde 7-54 kDa 

arası büyüklükte değişen bantlar tespit etmişler ve 40 kDa büyüklüğünde HSP proteinin 

yüksek sıcaklığa toleransla ilişkili olabileceğine dikkat çekmişlerdir. 
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3.MATERYAL VE YÖNTEM 

 

Bu çalışma; 2019-2020 yıllarında Eskişehir Osmangazi Üniversitesi Ziraat 

Fakültesi Tarımsal Biyoteknoloji Bölümü sera ve laboratuvarlarında yürütülmüştür. 

 

3.1 Materyal 

 

Denemede 2 farklı taze fasulye genotipi olan Balkız ve Yerel Genotip 

kullanılmıştır. Kullanılan genotiplerin adları ve orijinleri Çizelge 3.1’de verilmiştir. 

 

           Çizelge 3. 1. Araştırmada kullanılan taze fasulye genotiplerinin orijinleri. 

GENOTİP ORİJİNİ 

Balkız Samsun-Bafra 

Yerel Genotip Mersin 

 

3.2. Yöntem 

 

3.2.1. Denemenin Kuruluşu 

 

Denemede torf, perlit ve toprak (1:1:1) karışımı yetiştirme ortamı olarak 

kullanılmıştır. 14x12 cm ebatlarındaki saksılara hazırlanan karışım doldurulmuştur. Tohum 

ekimi her saksıda 1 bitki olacak şekilde yapılmıştır. Fideler 5-6 yapraklı döneme gelinceye 

kadar ortalama 4 hafta boyunca, ~%65 oransal nemde, 15–30°C (gece-gündüz) sıcaklıkta 

kontrollü serada yetiştirilmiştir (Şekil 3.1). 
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Şekil 3. 1.Taze fasulye bitkilerinin genel görünümü 

 

3.2.2. Yüksek sıcaklık uygulamaları 

 

Yüksek sıcaklık uygulamaları için serada kontrollü koşullarda yetiştirilen saksılı 

fasulye bitkileri laboratuvardaki iklimlendirme kabinine (DAIHAN WGC-1000, South 

Korea) yerleştirilmiştir. % 65 nem ve 450 μmol m
2
s-

1 
ışık şiddetinin uygulandığı (Tokyol 

ve Turhan, 2019) kabinin sıcaklığı 30°C' den başlayarak saatte 2°C arttırılarak 40°C' ye 

kadar yükseltilmiştir. Aynı uygulama 44 ve 48°C'lik sıcaklık dereceleri için de yapılmıştır 

(Şekil 3.2). Her sıcaklıkta, 2 saatlik süreler sonunda örnek alınmıştır. Her uygulama 

sonunda genotiplerin görünümü Şekil 3.3’te verilmiştir. Deneme 3 tekrarlamalı olarak 

gerçekleştirilmiştir. Her sıcaklık kademesinde bitkilerden alınan genç yaprak örneklerinin 

bir kısmı hücre membran zararlanma oranının belirlendiği iyon sızıntısı testi, YOSK ve TK 

ölçümlerinde kullanılırken diğer kısmı ise sıvı azot içerisinde dondurularak toplam 

çözünebilir protein (TÇP), prolin, SDS PAGE ve Western blot analizleri için -80°C' de 

derin dondurucuda muhafaza edilmiştir. 
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Şekil 3. 2. Yüksek sıcaklık uygulamaları esnasında bitkilerin kabin içerisindeki görünümü. 

 

 

Şekil 3. 3. Taze fasulye bitkilerinin yüksek sıcaklık uygulamaları sonunda görünümü a) 

Balkız Genotipi, b) Yerel Genotip 

 

 

a 

b 

30 ºC 40 ºC 44 ºC 48 ºC 

30 ºC 40 ºC 44 ºC 48 ºC 
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3.2.3. İncelenen parametreler 

 

3.2.3.1. Hücre membran zararlanma oranı 

 

Hücre membran zararlanmasının tespiti için Arora vd. (1998)' nin yöntemi esas 

alınmıştır. Genç yapraklar yüksek sıcaklık stresine daha duyarlı oldukları için iyon sızıntısı 

ölçümünde kullanılmıştır (Rehman vd., 2016). Hücre membran zararlanma oranının 

belirlenmesi için yapılan çalışmada; her bir fasulye genotipinin kontrol ve yüksek sıcaklık 

uygulanmış örneklerinden 5’er tekerrür olmak üzere 1,5 cm’ lik yaprak diskleri alınmıştır. 

Alınan diskler önce saf suda yıkanıp ardından, havlu peçetelerde zarar vermeden 

kurulanmış ve deney tüplerine aktarılmıştır (her tüpe 1 yaprak diski aktarımı yapılmıştır). 

Yaprak disklerine 10 mL saf su eklenmiştir. Örnekler 4 saatlik süre boyunca orbital 

çalkalayıcıda (Thermo SCIENTIFIC,4334,USA) inkübasyona bırakılmıştır. Meydana 

gelen iyon sızıntısı örneklerin elektriksel iletkenliği EC metre (Mettler-Toledo, 

SevenCompact Conductivity S230, Switzerland) ile ölçülerek belirlenmiştir. Daha sonra 

örnekler otoklavda (ALP, CLG-32L, Japan) 121 ºC'de 15 dakika tutularak dokuların 

öldürülmesi sağlanmıştır. Otoklavdan çıkarıldıktan sonra örnekler 4 saat süre ile orbital 

çalkalayıcıda inkübasyona bırakılmış ve sonra yine EC metre ile ikinci okuma yapılmıştır. 

İyon sızıntısı değerleri aşağıdaki formüle göre hesaplanmıştır: 

 

3.1: % İyon sızıntısı = (O.Dı/O.D2) x 100 

 

Denklemde, O.Dı = 1. Okuma Değeri, O.D2= 2. Okuma Değeri temsil etmektedir. 

 

3.2: % Zararlanma = [(İyon sız. (U.) - % İyon sız. (K / 100 - % İyon sız. (K.)] X 100 

 

Denklemde, U= Uygulama, K= Kontrol uygulamalarını temsil etmektedir. 

 

Bu yöntemle genotiplerin hücre membran zararlanma oranları (%) belirlenerek 

yüksek sıcaklık toleransları saptanmıştır. Ayrıca LT50 (Lethal temperature: bir 

popülasyondaki bireylerin %50’sinin yüksek zarara maruz kaldığı veya öldüğü sıcaklık 

derecesi) değeri hesaplanmıştır. 
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3.2.3.2. Yaprak oransal su kapsamı (YOSK) ve turgor kaybı (TK) 

 

Yüksek sıcaklık stresine maruz bırakılan bitkilerde YOSK ve TK Barr ve 

Weatherley (1962)'e göre belirlenmiştir. Alınan yaprak örneklerinden 1,5 cm çaplı 3' er 

disk çıkartılmış; disklerin öncelikle taze ağırlıkları, 4 saat saf suda bekletildikten sonra 

turgor ağırlıkları ve 70°C' deki etüvde 24 saat tutulduktan sonra kuru ağırlıkları 

kaydedilmiştir. Elde edilen verilere göre YOSK ve TK değerleri hesaplanarak değerler % 

olarak ifade edilmiştir. 

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.= Yaş Ağırlık, K. A. = Kuru Ağırlık, T. A. = Turgor Ağırlığı değerlerini 

temsil etmektedir.  

 

   

3.2.3.3 Prolin analizi 

 

Prolin ekstraksiyonu ve prolin miktarının belirlenmesinde Bates vd. (1973)’nin 

geliştiridiği yöntem kullanılmıştır. Reaksiyonun temeli prolin aminoasidinin ninhidrinle 

renk tepkimesi vermesi sonucu pembe (menekşe mor) renkli bileşik oluşturmasıdır. 

Örneklerin ekstraksiyonu için gereken %3’lük sülfosalisilik asit ile prolin miktarının 

belirlenmesi için gereken ninhidrin reaktifi bir gün önceden hazırlanarak 4 ºC de 

dinlenmeye bırakılmıştır. Ninhidrin reaktifinin hazırlanması aşağıdaki kimyasalların hot 

plate de çözdürülmesi ile oluşturulmuştur; 

 

• 1,25 g ninhidrin, 

• 30 mL asetik asit 

• 20 mL 6M fosforik asit. 

 

Prolin analizi için, -80 ºC’de tutulan bitki materyalinden 200 mg alınarak 1 mL 

%3’lük sülfosalisilik asit ile homojenize edilmiş ve 1,5 mL lik tüplere aktarılarak 5000g ve 

4 ºC’ de 15 dakika santrifüjlenmiştir. Oluşan 200 μL süpernatant 2 mL lik test tüplerine 

aktarılmıştır. 200 μL süpernatant, 400 μL ninhidrin reaktifi, 400 μL asetik asit ve 200 μL 
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sülfosalisilik asit iyice karıştırılmıştır. Hazırlanan karışım su banyosunda 100 ºC de 1 saat 

tutulmuştur. Ardından örnekler buza alınmış 2 mL toluen eklenerek 4000g de 20 saniye 

santrifüjlenmiştir. Tüm süpernatantın cam küvete çıkarılmasıyla birlikte 520 nm dalga 

boyunda spektrofotometrede prolin miktarı ölçümü yapılmıştır. Kör örnek olarak 1 mL 

toluen kullanılmıştır. Prolin miktarının hesaplanmasında 0, 5, 10, 20, 40, 80 μg prolin 

içeren standartlar kullanılmıştır. 

 

3.2.3.4 Toplam çözünebilir protein (TÇP) analizi 

 

Toplam çözünebilir protein ekstraksiyonu Shen vd.'nin (2003) yönteminde bazı 

modifikasyonlar yapılarak gerçekleştirilmiştir. Toplam çözünebilir protein analizi için 

öncelikle 50 mL ekstraksiyon çözeltisi hazırlanmış ve pH değeri 2-Morfolinoetansülfonik 

asit monohidrat (MES) kullanılarak 7,8’e ayarlanmıştır. Ekstraksiyon çözeltisinin 

bileşenleri aşağıda verilmiştir: 

 

• 25mM Tris base 0,151g 

• 275mM Sakkaroz 4,705g 

• 2mM EDTA 1mL (0,1M stok EDTA çözeltisinden) 

• 10mM DTT 0,0771g 

• 0,5mM PMSF 0,25mL (0,1M stok PMSF çözeltisinden) 

• %1 PVPP 0,5g 

 

Ekstraksiyon için ~ 250 mg bitki materyali 1 mL ekstraksiyon çözeltisi ile birlikte 

bir havana alınmış ve homojenize edilmiştir. Homojenize edilen örnekler 10000 rpm’de 4 

ºC’de 10 dakika santrifüj edilmiştir. Santrifüj işleminden sonra oluşan üstteki sıvı fazdan 5-

10 μL alınarak TÇP miktarı 595 nm dalga boyunda Bradford (1976) yöntemine göre 

belirlenmiştir. Standart olarak 0, 4, 8, 10,20 40,60 μg/μL’lik Bovine Serum Albumin 

(BSA) çözeltileri kullanılmıştır. 

3.2.3.5  SDS-PAGE analizi 

 

Yaprak dokularında protein profilleri SDS-PAGE yöntemiyle belirlenmiştir. SDS-

PAGE analizinin yapılabilmesi amacıyla her bir örnek için 10 μg protein içerecek şekilde 
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hesaplama yapılmıştır. Toplam hacmin 1/6’sı kadar 6XSample Buffer öneklerin üzerine 

eklenerek, örneklerin hacmi eşitlenecek kadar ultra saf su ilave edilmiştir. Proteinlerin 

denatürasyonunu gerçekleştirmek için örnekler 3 dakika 100 ºC suda tutulmuştur. Kısa 

süreli vortekslenen örnekler 5 saniyelik santrifüj uygulanmasının ardından SDS-PAGE 

analizi için yüklenmeye uygun hale getirilmiştir (Shen vd., 2003). Mini PROTEAN Tetra 

(Bio-Rad) elektroforez sistemi SDS-PAGE analizinin yapılmasında kullanılmıştır. SDS-

PAGE jeli, %12,5'luk ayırma jeli ve %4'lük yükleme jelinden oluşmaktadır. Jel kalınlığının 

0,75 mm olmasını sağlayan jel kasetleri kullanılmıştır. 

 

% 12,5 ayırma jeli bileşenleri: 

 

• Saf su                                           1000 μL 

• 1 M Tris-HCl pH 8,8                     2200 μL 

• % 1 SDS                                       600 μL 

• % 36 Acrylamide/Bis (29:1)          2100 μL 

• % 3 Amonyum persülfat                100 μL 

• TEMED                                        4 μL 

 

Yukarıda verilen ayırma jeli bileşenlerinin karıştırılmasının hemen ardından mikro 

pipet aracılığıyla jel kaseti içerisine 3,5 mL dökülmüştür. Jelde bir sızıntı olup olmadığı 

kontrol edilmiş ve jelin havayla temasının önlenmesi amacıyla 200 μL saf su eklenerek 40-

45 dakika boyunca jelin polimerleşmesi sağlanmıştır. 

 

% 4 örnek yükleme jeli bileşenleri: 

 

• Saf su                                           1662 μL 

• 1 M Tris-HCl ph 6,8                     620 μL 

• %36 Acrylamide/Bis (29:1)          500 μL 

• %3 Amonyum persülfat                25 μL 

• TEMED                                       4 μL 
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Şekil 3. 4. Polimerize olan jellerin tank içerisine yerleştirilmesi ve  örnek yükleme. 

 

Polimerize olmuş ayırma jeli üzerindeki ultra saf suyun kaba filtre kâğıdı ile 

alınmasının ardından yükleme jeli mikro pipet aracılığıyla 1 mL olacak şekilde 

dökülmüştür. Tarakların yerleştirilmesinin ardından jelin polimerizasyonu için 40-45 dk 

beklenmiştir. Sürenin tamamlanmasının ardından jel kasetleri tank içerisine yerleştirilerek 

elektroforez işlemi için hazır hale getirilmiştir (Şekil 3.4). Elektroforezde kullanılacak olan 

yürütme tamponunun hazırlanması için aşağıdaki kimyasallar kullanılmıştır (1L, 10X). 

Hazırlanan çözelti kullanım esnasında 1X’e seyreltilmiştir. 

 

• 250 mM Tris base             30 g 

• 1,92 M Glycine                144 g 

• % 0.5 SDS                       5 g 

 

Bio-Rad PowerPac™ Basic güç kaynağı ile jele 150 V ve 40 mA’lik elektrik akımı 

sağlanarak örneklerin jelde yürütülmesi 1 saat 20 dk sonunda tamamlanmıştır. Elektroforez 

işlemi oda sıcaklığında yapılmıştır. Jeldeki toplam protein bantlarının görüntülenmesi  

“Coomassie Brillant Blue G-250” (1:4, metanol: boya solüsyonu) çözeltisi ile sağlanmıştır. 

Gece boyunca çalkalayıcıda bırakılan jellerin boya ile boyanması sağlanmıştır. Koyu mavi 

renk ile boyanan jellerdeki fazla boyanın uzaklaştırılması için öncelikle 3 kez saf su ile 
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yıkama işlemi yapılmış daha sonra % 25’lik methanolde 5 dk bekletilmiştir. Ardından yine 

3 kez saf su ile yıkama işlemi yapılmıştır. Bu işlemin ardından protein bantları 

görüntüleme sistemine (Vilber, Quantum ST4 Gel Imaging System, Fransa) alınarak 

incelenmiştir. Örneklerin molekül ağırlıklarının belirlenmesi için elektroforez sırasında 

SDS-PAGE moleküler ağırlık standardı (BioRad, Precision Plus Protein Unstained 

Standart) kullanılmış ve bu sayede molekül ağırlıkları bilinen bantlar temel alınarak 

örneklere ait protein bantlarının molekül ağırlıkları hesaplanmıştır. 

3.2.3.6 İmmünblot (Western Blot) analizi  

 

HSP'lerin western blot tekniği ile belirlenmesinde Arora ve Wisniewski (1994)'nin 

uyguladığı yöntem Ergin (2012)'in modifikasyonlarıyla kullanılmıştır. Bu amaç 

doğrultusunda toplam protein ekstraksiyonundan elde edilen protein örnekleri kullanılmış 

olup, proteinler SDS-PAGE'de yürütülmüştür. 

 

Elektroforezin tamamlanmasının ardından kasetlerden jeller çıkarılmış ve blotlama 

aşamasına geçilmiştir. Bio-Rad Western blot yarı kuru blotlama ünitesi bu aşamada 

kullanılmıştır. Sandviç sistemini oluşturmak için yeni kasetlere jeller yerleştirilmiştir. 

Sandviç oluşturmak için süngerler ve filtre kâğıtları daha önceden transfer tamponu 

içerisinde ıslatılmışlardır. Ardından sünger-filtre kâğıdı-jel-membran-filtre kâğıdı-sünger 

şeklinde ve hava boşluğunun kalmaması amacıyla bir silindir aracılığıyla hafif basınç 

uygulanarak sandviç hazırlanmış, kasetlere yerleştirilmiştir. Cihazın blotlama ünitesine 

yerleştirilen kasetler 25 V, 1,0 A'lik akım uygulanarak 30 dk boyunca proteinlerin 

nitroselüloz membranlara aktarılması sağlanmıştır (Şekil 3.5). 
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Şekil 3. 5. Hazırlanan sandviçin cihaza alınması ve cihazdan çıkarılması. 

 

Transfer tampon çözeltisi bileşenleri (1 L): 

• 25 mM Tris baz               3,03 g 

• 192 mM Glisin                14,4 g 

• %20 Metanol                   200 mL 

 

Membranlar % 5’lik BSA içeren TBS (Tris Buffer Saline) içerisinde gece boyunca 

oda sıcaklığında inkübe edilmiş, membran ile antikor arasındaki non-spesifik etkileşim 

alanının blokajı sağlanmıştır. Blokaj işleminin ardından membranlar, tris buffer saline 

tween-20 (TBST) çözeltisi içerisinde 2’şer kez 2’şer dk çalkalayıcı üstünde yıkanmıştır. 

 

TBS çözeltisi bileşenleri (1 L) 

• Tris baz                     6,05 g 

• Sodyum klorür          8,76 g 

• pH 7,5 

TBST çözeltisi bileşenleri (1 L) 

• Tris baz                        6,05 g 

• Sodyum klorür             8,76 g 

• % 0,1 Tween-20           100 μL 

• pH 7,5 
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Primer antikor için 1:1500 oranında HSP 60 [Monoclonal Anti-Heat Shock Protein 

60 Clone LK-2 (mouse)], %1 BSA içeren TBST’de çözünmesi sağlanarak elde edilmiştir. 

Ardından membranlar oda sıcaklığında 1 saat inkübasyona bırakılmış ve çalkalayıcı 

üzerinde TBST’de 2’şer kez 10’ar dakika yıkanmıştır. Aynı işlem HSP 23 [Monoclonal 

Anti-Heat Shock Protein 23 (rabbit)] antikoru için de aynı şekilde gerçekleştirilmiştir.  

Yıkama aşamasının ardından membranlar, TBST’de çözdürülerek hazırlanan ve %1 BSA 

içeren, 1:5000 oranındaki sekonder antikorda [HSP60 için; Anti mouse IgG (Fc) AP 

Conjugate, HSP23 için; Anti rabbit IgG (Fc) AP Conjugate] oda sıcaklığında 1 saat 

inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyonun tamamlanmasının ardından membranlar 

çalkalayıcı üzerinde TBST’de 4’er kez 10’ar dk yıkanmıştır. Yıkama işlemiyle birlikte 

membran substrat (alkalin fosfataz enzimi) içerisinde bantlar görünür hale gelene kadar 

(yaklaşık 10-15 dakika) tutulmuştur. Daha sonra substrattan alınan membranlar saf su ile 

yıkanıp, kuruması sağlanmıştır. Değerlendirme aşamasına kadar membranlar saklanmıştır. 

 

Membranlar üzerinde ortaya çıkan bant görüntüleri bir tarayıcı yardımıyla dijital 

ortama aktarılmıştır. Bantların densitometrik analizleri ise Amerikan Sağlık Enstitüsü’nün 

yayınladığı “Image J” programı (http://rsb.info.NIH.gov/nih-image/) yardımıyla 

yapılmıştır.  

 

3.3. İstatiksel Analizler 

 

Sonuçlar “SPSS Statistics for Windows 22” istatistik programı kullanılarak 

değerlendirilmiştir. Uygulamalar arasındaki farklılık “Duncan” testi ile 0,05 önem 

seviyesinde ortaya konulmuştur. 
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4. BULGULAR VE TARTIŞMA 

 

4.1. Hücre Membran Zararlanma Oranı ve Yüksek Sıcaklığa Tolerans (LT50) 

 

Yüksek sıcaklık stresine bağlı olarak taze fasulye genotiplerinin hücre membran 

zararlanma oranlarındaki değişimler ve hesaplanan stres tolerans noktası (LT50) değerleri 

Şekil 4.1’de gösterilmiştir. Genotipler ve uygulamalara göre ortalama hücre membran 

zararlanma oranları değerlendirildirildiğinde; Balkız genotipinde bu değerin (%42,09) 

Yerel Genotipteki hücre membran zararlanma oranı değerinden (%31,36) daha yüksek 

olduğu görülmüştür. Uygulamalar karşılaştırıldığında ise, sıcaklık artışına paralel olarak 

hücre membran zararlanma oranının arttığı, bu artışın 48°C uygulamasında çarpıcı olduğu 

belirlenmiştir. 40°C’de %5,89 olan bu değer, 44°C’de %20,29 iken 48°C’de %84,00 olarak 

belirlenmiştir (Çizelge 4.1). Buna göre, genotipler, uygulamalar ve genotip ve sıcaklık 

uygulamaları arasındaki interaksiyon, %5 seviyesinde istatistiki olarak önemli bulunmuştur 

(Ek Açıklama-A). 

 

 

Şekil 4. 1. Yüksek sıcaklık uygulamalarına bağlı olarak taze fasulye genotiplerinin yüksek 

sıcaklık tolerans değeri. Dikey barlar tekerrürlerin ± SS’ larını göstermektedir.  
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Çizelge 4. 1. Yüksek sıcaklık uygulamalarına bağlı olarak taze fasulye yapraklarındaki 

hücre membran zararlanması. ± SH’ ları göstermektedir. 

Genotip Zararlanma Oranı (%)  

Balkız 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 84,00±1,054 

ANOVA 

Genotip * 

Uygulama * 

Genotip x Uygulama * 

              *0,05 seviyesinde önemli 

 

 

Diğer taraftan hücre membran zararlanma değerleri kullanılarak hesaplanan LT50 

değerleri Balkız genotipinin (45,3°C) Yerel Genotipten (46,2°C) daha düşük yüksek 

sıcaklık toleransına sahip olduğunu göstermiştir (Şekil 4.1). Buna göre genotipler 

arasındaki farklılık %5 seviyesinde istatistiki olarak önemli bulunmuştur (Ek Açıklama-B). 

 

Balkız genotipi ile Yerel Genotip arasındaki yüksek sıcaklık tolerans derecesi farkı 

0.86°C olarak belirlenmiştir. Hükümetlerarası İklim Değişikliği Paneli (IPCC)’nin 

raporuna göre dünyada 2035 yılına kadar yaklaşık olarak 0,3-0,7°C'lik sıcaklık artışı 

beklenmektedir. Ayrıca, bu yüzyılın sonuna kadar sıcaklık artışının 0,3-4,8°C’ye ulaşması 

öngörülmektedir (IPCC, 2014). Ortiz ve Cardemil (2001), LT50 değerini hücrelerde %50 

membran zararının gerçekleştiği sıcaklıklar olarak tanımlamışlardır. Xy vd (2012) sekiz 

farklı kamelya çeşidinde yaptıkları çalışmada yüksek sıcaklık stresi altında LT50 değerinin 

50°C ile 57°C arasında değiştiğini belirlemişlerdir. Yüksek sıcaklığa maruz bırakılan iki 

farklı yaban mersini çeşidinde membran zararlanmasına bağlı olarak tolerans noktası 

değerinin yüksek sıcaklığa tolerant olarak belirlenen çeşitte 48,3°C iken hassas olarak 

belirlenen çeşitte 47,3°C olduğu belirlemiştir (Yu vd., 2016). 
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Yüksek sıcaklık stresi, biyomoleküllerin kinetik enerjisini ve hareketini artırır bu 

durum kimyasal bağların gevşemesine sebep olur. Sonucunda ise membran zararlanması 

meydana gelir (Zhao vd., 2021). Yüksek sıcaklık stresi, membran proteinlerinin yapısını 

etkileyerek, hücre membran sisteminin bütünlüğünü ve işlevini bozar. Yüksek sıcaklık 

stresinin bir tepkisi olarak meydana gelen hücre membran zararlanmasının en iyi 

göstergelerinden biri iyon sızıntısı ölçümüdür (Nijabat vd., 2020).  

 

Bu çalışmada elde edilen sonuçlara benzer şekilde Ergin (2012), çilek bitkisinde 

yüksek sıcaklık uygulamalarında, sıcaklık artışına paralel şekilde hücre membran 

zararlanma oranında artış meydana geldiğini belirtmiştir. Yine, yirmi beş hıyar genotipinin 

30 gün boyunca kontrol (28°C/22°C) sıcaklığında büyütülmesinin ardından her gün 2°C 

sıcaklık artışı sağlanarak yedi gün sonunda sıcaklığın 40°C/32°C ulaşması sağlanmıştır. 

Elde edilen sonuçlara göre tolerant olarak bilinen genotiplerde hücre membran 

zararlanması daha düşük, hassas olan genotiplerde zararlanma daha yüksek olarak 

belirlenmiştir (Ali vd., 2019). 

 

Tokyol (2016), 3 farklı taze fasulye genotipinde yaptığı çalışmada yüksek sıcaklık 

tolerans derecesini Balkız genotipinde 45,5°C, Ferasetsiz genotipinde 50,8°C, Yerel 

Genotipte ise 49,9°C olarak tespit etmiştir. Bu tez çalışmasında kullanılan genotiplerle aynı 

olan Yerel Genotipte yüksek sıcaklık stresi tolerans noktasının farklı hesaplanmasının 

sebebinin çalışılan materyalin genotip olmasının yanısıra yüksek sıcaklık toleransının 

belirlenmesi için uygulanan yöntemin farklı olmasından kaynaklandığı düşünülmektedir. 

Söz konusu çalışmada, alınan yaprak diskleri su banyosuna yerleştirilerek sıcaklık 

uygulamasına maruz bırakılarak LT50 değerleri hesaplanırken, bu tez çalışmasında ise tüm 

bitkiye sıcaklık uygulaması yapılarak hesaplamalar yapılmıştır. Bu durumun hesaplanan 

stres tolerans noktaları değerlerinin farklı olmasına neden olduğu tahmin edilmektedir. 

4.2. Yaprak oransal su kapsamı (YOSK) ve turgor kaybı (TK) 

 

Yüksek sıcaklık stresine bağlı olarak taze fasulye genotiplerinin YOSK 

değerlerindeki değişimler Şekil 4.2 ve Çizelge 4.2’de verilmiştir. Genotipler ve 

uygulamalara göre ortalama YOSK oranları değerlendirildirildiğinde; Balkız genotipinde 

bu değer %51,62 iken Yerel Genotipte %55,03 olduğu görülmüştür. Uygulamalar 
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karşılaştırıldığında ise; kontrolde %83,27 olan YOSK değeri, 40°C’de %51,59, 44°C’de 

%43,78, 48°C’de ise %34,64 olarak tespit edilmiştir (Çizelge 4.2). Buna göre genotipler 

arasındaki fark istatistiki olarak önemli bulunmazken uygulamalar arasındaki fark ise 

önemli bulunmuştur (Ek Açıklama-C). 

 

Yüksek sıcaklık uygulamalarının taze fasulye genotiplerinin yapraklarındaki TK 

değerlerindeki değişimleri Şekil 4.3 ve Çizelge 4.3’de verilmiştir. Genotipler ve 

uygulamalara göre ortalama TK oranları değerlendirildiğinde; Balkız genotipinde bu 

değerin %46,86 iken Yerel Genotipte %40,78 olduğu belirlenmiştir. Uygulamalar 

kıyaslandığında, kontrolde %15,38 olan TK değeri, 40°C’de %44,32, 44°C’de %51,63, 

48°C’de ise  %63,96 olarak tespit edilmiştir (Çizelge 4.3). Buna göre genotipler arasındaki 

fark istatistiki olarak önemli bulunmazken uygulamalar arasındaki fark ise önemli 

bulunmuştur (Ek Açıklama-D).  

 

Yaprak oransal su kapsamı  (YOSK), bitkilerin su durumunu değerlendirmek için 

kullanılır (Yamasaki ve Dillenburg, 1999). Yaprakta bulunan su ile transpirasyon hızı 

arasındaki dengeyi yakından yansıtmakta olup (Dhanda ve Sethi, 2002), bitkinin stres 

koşullarına uyumluluğunun değerlendirilmesinde kullanılan önemli bir parametredir (Liu 

vd., 2008). Kumar vd. (2011), Maş fasulyesinde yüksek sıcaklık uygulamaları ile YOSK 

değerlerinde bir azalış meydana geldiğini belirtmişlerdir. Turhan vd. (2014) farklı domates 

çeşitlerinde yaptıkları çalışmada sıcaklık artışına paralel olarak TK'da bir artış olduğunu 

belirtmişlerdir. Benzer şekilde Kuo vd. (1988) tarafından yapılan çalışmada, Çin 

lahanasının tolerant olarak belirlenen çeşitlerinde TK'nın daha düşük olduğu gösterilmiştir. 
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Şekil 4. 2. Yüksek sıcaklık uygulamalarına bağlı olarak taze fasulye genotiplerinin yaprak 

oransal su kapsamındaki (YOSK) değişim. Dikey barlar tekerrürlerin ± SS’ larını 

göstermektedir. 

 

Çizelge 4. 2. Yüksek sıcaklık uygulamalarına bağlı olarak taze fasulye yapraklarındaki 

yaprak oransal su kapsamı (YOSK). ± SH’ ları göstermektedir. 

Genotip YOSK (%) 

Balkız 51,62±1,706 

Yerel Genotip 55,03±1,706 

Uygulamalar   

Kontrol 83,27±2,275 

40°C 51,60±2,275 

44°C 43,79±2,275 

48°C 34,65±2,786 

ANOVA 

Genotip öd 

Uygulama * 

Genotip x Uygulama öd 

         *0,05 seviyesinde önemli 

         öd= önemli değil 
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Şekil 4. 3. Yüksek sıcaklık uygulamalarına bağlı olarak taze fasulye genotiplerinin turgor 

kaybındaki (TK) değişim. Dikey barlar tekerrürlerin ± SS’ larını göstermektedir. 

 

 

Çizelge 4. 3. Yüksek sıcaklık uygulamalarına bağlı olarak taze fasulye yapraklarındaki 

turgor kaybı (TK). ± SH’ ları göstermektedir. 

Genotip TK (%) 

Balkız 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 öd 

Uygulama * 

Genotip x Uygulama öd 

 *0,05 seviyesinde önemli                                                                                                                                                      

  öd= önemli değil 
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4.4. Prolin 

 

Yüksek sıcaklık stresinin taze fasulye bitkilerindeki prolin miktarları üzerindeki 

etkileri Şekil 4.4 ve Çizelge 4.4’ de verilmiştir. Genotiplerin ortalama prolin miktarı 

kıyaslandığında; Balkız genotipindeki 1706 μM/gTA prolin değerinin, Yerel Genotipteki 

1354 μM/gTA değerinden daha yüksek olduğu görülmüştür. Uygulamaların ortalama 

prolin değerleri kıyaslandığında, kontrol sıcaklığında 794 μM/gTA olan prolin değeri, 

40°C’de 1073 μM/gTA ve 44°C’de 1669 μM/gTA, 48°C’de ise 2584 μM/gTA olarak 

belirlenmiştir. Sonuçlar prolin miktarının yüksek sıcaklık uygulamalarıyla sürekli arttığını 

göstermektedir. Buna göre, genotipler, uygulamalar ve genotip ve sıcaklık uygulamaları 

arasındaki interaksiyon, %5 seviyesinde istatistiki olarak önemli bulunmuştur (Ek 

Açıklama-E). 

 

Prolin stres kaynaklı bir hasarın sonucu olarak birikmekte, hücrelerde 

ozmoregülatör ve ozmoprotektan olarak görev yapmaktadır (Öztürk ve Demir, 2002). 

Prolin birikimi ile bitki stres toleransı arasında pozitif bir korelasyon olduğu belirtilmekte 

(Dar vd., 2016),  strese toleranslı olarak bilinen çoğu bitki çeşidinde, hassas olan çeşitlere 

oranla daha yüksek seviyede biriktiği bildirilmektedir (Kılıç, 2020). Prolin birikimi bitki 

türüne özgü olup yüksek sıcaklık stresi altında domates ve tütünde önemli derecede 

artarken, nohut ve arpada bu değişimin daha düşük seviyelerde olduğu bildirilmiştir 

(Bokszczanin, 2013). Bu durumun aksine, Stoneville-453 pamuk çeşidinde yapılan 

çalışmada, bitkiler 30°C (kontrol), 38°C ve 45°C’ye farklı sürelerle maruz bırakılmıştır. 

Uygulamaların ardından prolin sonuçları incelendiğinde; kontrole kıyasla 38°C ve 45°C’de 

prolin miktarı ciddi bir düşüş göstermiştir (Gür vd., 2010). Beş günlük lablab fasulyesi 

(Dolichos labla) fidelerine ön sıcaklık alıştırması (2 saat-35°C) uygulanmış, ardından 5 

saat 45°C’de sıcaklık stresine maruz bırakılmıştır. Ön sıcaklık alıştırması uygulanan 

bitkilerdeki prolin içeriği oranının ön sıcaklık alıştırması uygulanmayan bitkilere oranla 

daha düşük olduğu gösterilmiştir (D’souza ve Devaraj, 2013). 

 

Kumar vd., 2012 mısır ve çeltik genotiplerinde yaptıkları çalışmada, bitkileri 30/ 

25°C’de (kontrol) yetiştirmişler ve bitkileri 35/30°C, 40/35°C, 45/40°C sıcaklıklara maruz 

bırakmışlardır. Genotiplerin prolin içeriğinde 45/40°C’de bir düşüş gözlemlenmiştir. 

Ayrıca, mısır genotiplerindeki prolin içeriğinin çeltik genotiplerindeki prolin içeriğinden 
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%62 daha fazla olduğunu belirtmişlerdir. Yüksek sıcaklık stresinin Aloe vera ve 

Bryophyllum pinnatum yapraklarındaki serbest amino asit profilleri üzerindeki etkilerinin 

araştırıldığı çalışmada, kontrol bitkileri 28±2°C sıcaklıkta ve yüksek sıcaklık stresine 

maruz bırakılan bitkiler 38-43°C olmak üzere iki farklı koşulda yetiştirilmiştir. 

Araştırmacılar, yüksek sıcaklık stresine tepki olarak her iki bitki türünde de prolin ve serin 

birikirken, alanin ve glisin konsantrasyonun önemli ölçüde azaldığını belirlemişlerdir 

(Kumari ve Kumar, 2019). 

 

 

Şekil 4. 4. Yüksek sıcaklık uygulamalarına bağlı olarak taze fasulye genotiplerindeki 

prolin miktarı (μM/g TA). Dikey barlar tekerrürlerin ± SS’larını göstermektedir. 
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Çizelge 4. 4. Yüksek sıcaklık uygulamalarına bağlı olarak taze fasulye yapraklarındaki 

prolin miktarı. ± SH’ ları göstermektedir. 

Genotip Prolin miktarı 

(μM prolin/ gTA) 

Balkız 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 önemli                                                                                                                                                      

             öd= önemli değil 

 

4.5. Toplam çözünebilir protein (TÇP) miktarı 

 

Şekil 4.5. ve Çizelge 4.5.'de TÇP miktarının yüksek sıcaklık uygulamalarına bağlı 

olarak taze fasulye genotiplerindeki değişimi görülmektedir. Buna göre Balkız genotipinde 

TÇP miktarı (43,02 mg protein/gTA) Yerel Genotipin TÇP miktarından (40,98 mg 

protein/gTA) daha yüksek bulunmuştur. Uygulamalar kıyaslandığında 40°C’de 20,60 mg 

protein/gTA ile TÇP miktarının kontrol uygulamasına göre bir azalış olduğu 44°C’de ise 

64,65 mg protein/gTA miktarıyla önemli bir artış olduğu görülürken, 48°C’de 55,17 mg 

protein/gTA ile genotiplerin TÇP miktarlarında 44°C’ye göre tekrar azalış olduğu 

görülmüştür. Buna göre genotip, uygulama ve genotipler ile uygulamalar arasındaki 

interaksiyonun TÇP miktarına etkisi istatistiki olarak önemli bulunmuştur (Ek Açıklama-

F). 

 

Yüksek sıcaklıkların proteinlerin yanlış katlanmasına sebep olarak denatüre 

etmesinin yanı sıra enzim yapılarını da etkileyerek enzim aktivitelerinin azalmasına sebep 

olduğu bilinmektedir (Riezman, 2004; Khan vd., 2019). Strese maruz kalan bitkilerde yeni 

proteinlerin sentezlenmesi veya sentezinin azalması, var olan proteinlerin yıkılması strese 
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karşı bir savunma mekanizması olarak gösterilmektedir (Baykal ve Öncel., 2006). Toplam 

çözünebilir proteinler stres koşulları altında en çok değişiklik gösteren bileşiklerdendir 

(Turfan, 2016). Yüksek sıcaklık stresinin dut (Morus alba L. cv. BC2-59) yapraklarındaki 

enzim ve proteinler üzerindeki etkilerinin incelendiği çalışmada bitkiler 2, 4 ve 6 saat 

sürelerle 40°C’e sıcaklığa maruz bırakılmıştır. Dut yapraklarında, toplam TÇP içeriği 

azalırken, toplam amino asit ve prolin içeriğinin arttığı belirtilmiştir (Chaitanya vd., 2001). 

 

Bir çim türü olan (Festuca trachyphylla)’nın tolerant çeşidi Reliant IV ve hassas 

çeşidi Predator 21/18°C'de optimum sıcaklıkta büyütülmüş ve farklı sürelerle 38/33°C'de 

sıcaklığa maruz bırakılmıştır. Sıcaklık stresine yanıt olarak Reliant IV ve Predator’de 

kontrole oranla, TÇP içeriği sırasıyla %76 ve %66 seviyesine düşmüştür. Ayrıca  yedi 

temel amino asit içeriği (histidin, glutamin, glutamat, prolin, treonin, aspartat ve triptofan) 

artmıştır, bu artış Reliant IV’de daha fazla olmuştur (Wang vd., 2018). 

 

Şekil 4. 5. Yüksek sıcaklık uygulamalarına bağlı olarak taze fasulye genotiplerinin TÇP 

miktarı. Dikey barlar tekerrürlerin ± SS’ larını göstermektedir. 
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Çizelge 4. 5. Yüksek sıcaklık uygulamalarına bağlı olarak taze fasulye yapraklarındaki 

TÇP miktarı. ± SH’ ları göstermektedir. 

Genotip TÇP miktarı 

(mg protein/ gTA) 

Balkız 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 öd 

Uygulama * 

Genotip x Uygulama * 

         *0,05 seviyesinde önemli                                                                                                                                                      

          öd= önemli değil 

4.6. SDS-PAGE 

 

Balkız ve Yerel Genotip taze fasulye geenotiplerine ait toplam protein profilleri 

Şekil 4.6’da gösterilmiştir. Balkız genotipinde ve Yerel Genotipte 40°C’de 43, 64 ve 120 

kDa büyüklüğünde bantların yoğunluğunda artış görülürken 44 ve 48°C’de bu bantların 

azaldığı görülmüştür. Yine 13 ve 14 kDa’luk protein bantlarının Yerel Genotipten farklı 

olarak Balkız genotipinde 40°C ve 44°C’de arttığı belirlenmiştir. Balkız ve Yerel 

Genotipte 22 kDa, 25 kDa ve 38 kDa’luk proteinler kontrole oranla artan sıcaklıklarla daha 

yoğun bir şekilde gözlemlenmiştir. Balkız genotipinde 48°C’de 23 kDa’luk protein 

bandında artış gözlemlenmiştir. Muhtemelen yapısal protein bandı olduğu düşünülen 57 

kDa’luk protein bandı her iki genotipte de yoğun olarak gözlemlenmiştir.  Balkız ve Yerel 

Genotipte artan sıcaklık uygulamalarıyla genellikle bandların yoğunluğunda azalış 

görülmüş, bu azalış 48°C’de daha belirgin hale gelmiştir. 

 

He ve Huang  (2007), 40°C’lik yüksek sıcaklık uygulamalarında  (Poa pratensis 

L.)’in üç çeşidinde kontrol sıcaklığında (20°C) bulunan 150 ve 66 kDa’luk bandın 40°C’de 

kaybolduğunu tespit etmişlerdir. Dut yapraklarında 2, 4 ve 6 saat 40°C’lik yüksek sıcaklık 

uygulamaları sonucunda 68 ve 85 kDa büyüklüklerinde iki yeni protein bandı sentezlendiği 
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belirlenmiştir (Chaitanya vd., 2001). Rani vd., (2016) hardalda 45°C’lik sıcaklık 

uygulaması sonucunda 25.8 ve 30.7 kDa büyüklüğünde iki protein bandı belirlemişlerdir.  

 

Mısır, çavdar ve buğday bitkileri 42°C’de 3 saat sıcaklık uygulamasına maruz 

bırakılmıştır. Mısırda 28, 23, 22, 20 ve 19 kDa proteinleri belirlenirken buğday ve 

çavdarda 20 kDa protein belirlenmiştir. Buğday ve çavdara oranla mısırın yüksek 

sıcaklıklara daha yüksek toleransa sahip olmasının sebebinin çeşitli proteinleri daha fazla 

sentezlemesinden kaynaklandığı düşünülmektedir (Korotaeva vd., 2001). Maş fasulyesinde 

2 saat 42°C yüksek sıcaklık uygulaması sonucunda moleküler ağırlığı 20, 21.5, 23, 29, 34, 

38, 55, 62, 70 ve 85 kDa olan bantlar belirlenmiştir (Wu ve Laidman, 1997).  

 

 

Şekil 4. 6. Yüksek sıcaklık uygulamalarına bağlı olarak taze fasulye genotiplerinde toplam 

protein profilleri (MA: Moleküler Ağırlık Standardı, K: Kontrol, kDa: Kilodalton) 
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4.7. İmmünblot (Western Blot) 

 

İmmünoblot analizleri sonucunda, kullanılan HSP60 antikoru ile taze fasulye 

yaprak dokularında yüksek sıcaklık uygulamalarına bağlı olarak belirlenen 64 kDa’luk 

HSP’nin durumu Şekil 4.7’de gösterilmiştir. Buna göre, Balkız genotipinde 40°C sıcaklıkta 

HSP60 proteini kontrolün hemen hemen iki katı kadar artış göstermiştir. Fakat 44°C’de 

tekrar kontrole yakın düzeye gerilemiştir. Sıcaklığın 48°C’ye ulaşması ile  HSP60 proteini 

kontrole oranla düşüş göstermiştir. Balkız genotipinde 48°C’de HSP60 proteinin tolerans 

sağlamada bir etkisinin olmadığı bulunmuştur. Yerel Genotipte ise kontrol uygulamasında 

minumum seviyede olan HSP60 proteini 40°C’de artış göstermiştir. Sıcaklığın 44°C’ye 

ulaşmasıyla HSP60 proteininde yine kontrole oranla bir artış meydana gelirken bu artış 

48°C’de daha düşük düzeyde olmuştur. Yerel Genotipte HSP60 proteinin yüksek 

sıcaklıklarda tolerans sağlamada ilişkili bulunmuştur.  

 

a)                

   

        b)    

 

Şekil 4. 7. Yüksek sıcaklık uygulamalarına bağlı olarak taze fasulye genotiplerinde HSP60 

proteininin görünümü (a) ve HSP60 proteinin bant yoğunluğu (b). (K: Kontrol) 
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Yüksek sıcaklık uygulamalarına bağlı olarak HSP23 antikoru ile yoğunluğu değişen 

23 kDa'luk HSP’nin durumu Şekil 4.8’de gösterilmiştir. Buna göre, Balkız genotipinde 

40°C’de maksimum seviyede olan HSP23 proteinin 44°C sıcaklıkta azaldığı 

görülmektedir. Sıcaklığın 48 °C’ye gelmesiyle HSP23 proteinin kontrole oranla tekrar 

düşüşe geçtiği görülmektedir. Balkız genotipinde 40°C’de HSP23 proteinin yüksek 

sıcaklığa tolerans sağlamada etkili olduğu bulunurken 44°C’de ve 48 °C’de bir etkisinin 

olmadığı belirlenmiştir. Yerel Genotipte kontrole oranla 40°C’de ciddi bir artış 

görülmektedir. Sıcaklığın 44°C’ye gelmesiyle azalma görülürken bu azalma 48°C’de 

maksimum seviyeye çıkmıştır. Yerel Genotip’teki HSP23 bant yoğunluğu ve artışının 

Balkız genotipinden yüksek olduğu görülmektedir. Yerel Genotipte 40°C’de HSP23 

yüksek sıcaklığa tolerans sağlamada etkili iken 44°C ve 48°C sıcaklık uygulamalarında 

yüksek sıcaklığa tolerans sağlamada bir ilişki bulunamamıştır. 

 

a)                  

 

 
 

b)  

 

Şekil 4. 8. Yüksek sıcaklık uygulamalarına bağlı olarak taze fasulye genotiplerinde HSP23 

proteinin görünümü (a) ve HSP23 proteinin bant yoğunluğu (b). (K: Kontrol) 
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Isı şoku proteinleri stresten zarar görmüş proteinlerin renatürasyonunu sağlayan, 

moleküler şaperon işlevlerine sahip yüksek oranda korunmuş proteinlerdir (Zhang vd., 

2013). Literatürde yüksek sıcaklık tepkisi esnasında hücresel protein sentezinin azaldığı 

buna karşılık HSP sentezinde bir artış olduğu belirtilmektedir (Sun vd., 2002; Gülen ve 

Eriş 2004; Efeoğlu, 2009). Örneğin, soya fasulyesinde yapılan bir çalışmada 28°C’den 

(kontrol), 40°C’ye artan sıcaklık uygulaması durumunda normal protein sentezinin 

azaldığı, HSP sentezinin arttığı bildirilmektedir (Lin vd., 1984). Ledesma vd., (2004) 

yaptıkları çalışmada yüksek sıcaklık altında sHSP sentezinin bitkide termotoleransla ilişkili 

olduğunu belirtmişlerdir. Maş fasulyesinde 2 saat 42°C sıcaklık uygulamasının ardından 

HSP29 proteininin termotolerans ile ilişkili olduğu öne sürülmüştür (Wu ve Laidman, 

1997). Xu vd., (2011) yaptıkları çalışmada kademeli ve şok sıcaklık stresine maruz 

bırakılan çim bitkilerinde  HSP23, HSP36 ve HSP66 proteinlerini termotoleransla 

ilişkilendirmişlerdir.  

 

Western blot tekniği, proteinlerin immünolojik tespiti için kullanınlan en yaygın 

kullanılan tekniktir (Kim, 2017).  Üç çeltik çeşidi olan Nipponbare, Azucena (hassas) ve 

Co39 (tolerant) 12 ve 24 saat 42°C sıcaklık uygulamasına maruz bırakılmıştır. Tüm 

çeşitlerde HSP26,7, HSP23,2 ile 17,9 kDa class I ısı şoku proteini (HSP17,9A), HSP17,4 

ve 16,9 kDa class I ısı şoku proteini (HSP16,9A) sentezinin arttığı ve tolerant çeşitte daha 

yüksek olduğu görülmüştür. Araştırmacılar bu beş sHSP grubunun çeltikte biyomarkör 

olarak kullanılabileceğini belirtmektedir (Chen vd., 2014). Yine, sıcaklık stresinin 12 ve 24 

saat 42°C olarak uygulandığı Dongjin çeşidi çeltik bitkisinde, HSP60, HSP70, HSP100 ve 

sHSP’ler dahil olmak üzere 18 adet HSP belirlenmiştir. Araştırmacılar belirlenen 

HSP’lerin çeltikte stres-cevap mekanizmasının iyi anlaşılmasına katkı sağladığını 

belirtmektedir (Lee vd., 2007). He ve Huang (2007), 40°C sıcaklık uygulamalarında (Poa 

pratensis L.)’in hücre mebranında 39 kDa ve 45 kDa’luk HSP’lerin sitoplazmada ise 64, 

78 ve 85 kDa’luk HSP’lerin tespit edildiği göstermişlerdir. 

 

Domateste 40°C sıcaklık uygulamasının ardından, HSP23,8 proteinin 40°C’de bol 

miktarda biriktiği belirtilmiştir (Liu ve Shono, 1999). He vd (2005) yaptıkları çalışmada, 

Agrostis palustris’in Penncross çeşidinde ani ve kademeli yüksek sıcaklık uygulamaları 

sonucunda, HSP23, HSP36 ve HSP66 proteinlerinin her iki uygulama sonucunda da arttığı 
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belirlenmiştir. Güvercin bezelyesinin (Cajanus cajari) kök kısımlarında bulunan 

mitokondrilerde yüksek sıcaklık uygulamaları sonucunda 18 kDa ve 60 kDa büyüklüğünde 

HSP proteinleri belirlenmiştir (Kishore ve Upadhyaya, 1988). Farklı sıcaklık derecelerine 

maruz bırakılan Arabidopsis thaliana hücre kültürlerinde sıcaklığın artması ile HSP60 

sentezinde artış olduğu görülürken sıcaklığın 50°C’ye gelmesi ile HSP60 seviyesi düşüş 

göstermiştir (Rikhvanov cd., 2007). Domateste yüksek sıcaklık uygulamaları (42°C) 

sonucunda kloroplastlarda HSP60 sentezinin artması ile yüksek sıcaklığa tolerans arasında 

pozitif bir ilşki gözlemlenmiştir (Preczewski vd., 2000). 

 

Yüksek sıcaklığa tolerant (R. Hope) ve hassas (CG3) olduğu bilinen iki çilek 

çeşidinde yapılan çalışmada bitkiler kademeli ve şok sıcaklık uygulamalarına maruz 

bırakılmıştır. Western blot analizleri sonucunda, yüksek sıcaklıklarda her iki çilek 

çeşidinde de 23 kDa HSP’nin yoğunluğunun arttığı ve bu artışın, R. Hope’da daha fazla 

olduğu belirlenmiştir. Bu doğrultuda, çilek bitkisinde 23 kDa HSP yüksek sıcaklığa 

tolerans ile ilişkilendirilmiştir (Ergin, 2012). Balkız ve Yerel Genotip’in Western blot 

analizleri sonucunda, her iki genotipte de HSP23 ve HSP60 proteinlerinin özellikle 40°C’ 

de arttığı belirlenmiştir. Yüksek sıcaklığa tolerant olduğu bilinen Yerel Genotip’teki 

HSP60 ve HSP23 proteinlerinin yoğunluğu ve artışının Balkız genotipinden daha fazla 

olduğu görülmüştür.  
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5. SONUÇLAR VE ÖNERİLER 

 

Bitkiler stres faktörü olarak algıladıkları yüksek sıcaklıklara karşı fizyolojik, 

biyokimyasal ve moleküler cevaplar geliştirerek uyum sağlayabilmektedirler. Yüksek 

sıcaklık stresine karşı oluşturulan tepkiler, stresin süresi ve şiddetiyle, bitki türüyle alakalı 

karmaşık bir yanıttır. Taze fasulye bitkisi zengin besin içeriği, çeşitli kullanım alanları, 

yetiştirme kolaylığı gibi pek çok özelliği sebebiyle avantaj sağlayan önemli bir bitkidir.  

Bu çalışmada araştırılan taze fasulye genotiplerinde yüksek sıcaklık stresininin sebep 

olduğu zararlanma ve fizyolojik değişim hücre membran zararlanma oranı, YOSK ve TK 

parametreleri ile tespit edilmiştir. Ayrıca yüksek sıcaklıklara bağlı olarak prolin, TÇP ve 

HSP60 ile HSP23 antikoru kullanılarak HSP’lerdeki değişim belirlenmiştir. 

 

Taze fasulye bitkisinde yüksek sıcaklık stresine toleransta genotipsel farklılığa 

sebep olan bulgular aşağıda özet olarak belirtilmiştir:  

 

 Balkız genotipinde hücre membran zararlanma oranı Yerel Genotip’ten daha 

yüksek bulunmuştur. Her iki genotipte de sıcaklık artışına paralel olarak hücre 

membran zararlanma oranı artmış bu oran 48°C’de en yüksek seviyede 

olmuştur. Balkız ve Yerel Genotip’in YOSK ve TK değerleri incelendiğinde; 

her iki genotiptede YOSK değeri en yüksek düzeydeyken artan sıcaklıklarla 

birlikte azalmış özellikle 48°C’de en düşük düzeye inmiştir. Yerel Genotipteki 

YOSK değerinin Balkız genotipinden daha yüksek olduğu belirlenmiştir. Ek 

olarak, Balkız genotipinde TK miktarı Yerel Genotipten yüksek bulunmuştur. 

Sıcaklık artışıyla birlikte TK miktarlarında bir artış görülmüş bu artış 48°C’de 

en yüksek seviyeye ulaşmıştır. 

 Taze fasulye genotiplerinin yüksek sıcaklığa tolerans sıcaklıkları (LT50) Balkız 

genotipinde 45,3°C, Yerel Genotipte ise 46,2°C olarak bulunmuştur. Bu 

sonuçlar Yerel Genotipin Balkız genotipine göre yüksek sıcaklığa daha 

toleranslı olduğunu göstermiştir. 

 

 Balkız ve Yerel Genotipte yüksek sıcaklık stresiyle prolin birikimi sürekli artış 

göstermiştir ve artan sıcaklık dereceleriyle TÇP içeriğinde 48°C’de belirgin bir 
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azalış olmuştur. Protein profilleri incelendiğinde; bazı protein bantlarının 

azalmasına karşın yeni sentezlenen proteinlerde belirlenmiştir. Her iki 

genotipte de 64 kDa’luk bant 40°C’de bir artış göstermiştir.  Ayrıca, Balkız 

genotipinde 48°C’de 23 kDa’luk protein bandında artış belirlenmiştir.  

 

 İmmünblot analizi sonuçları ile yüksek sıcaklık stresi sonucunda oluşan 

spesifik proteinlerin belirlenmesi sağlanmıştır. Her iki çeşitte de HSP60 ve 

HSP23 proteini 40°C’de en yüksek seviyede birikmiştir. Balkız genotipindeki 

HSP60 ve HSP23 proteini yoğunluğunun Yerel Genotipten daha düşük olduğu 

belirlenmiştir. Ayrıca HSP23 proteini Balkız ve Yerel Genotipte 40°C’de 

yüksek sıcaklığa tolerans sağlamada etkiliyken daha yüksek sıcaklıklarda etkili 

değildir. Yerel Genotip’te HSP60 proteini yüksek sıcaklıklarda tolerans 

sağlamada etkiliyken, Balkız genotipinde 48°C’de HSP60 proteinin yüksek 

sıcaklıklara tolerans sağlamada bir etkisinin olmadığı belirlenmiştir.  

 

Bu çalışmanın sonuçlarına göre taze fasulye bitkisinde yüksek sıcaklık stresinin ve 

cevap mekanizmasının daha iyi anlaşılması sağlanmıştır. Bu sayede, ileride yüksek sıcaklık 

stresinden sorumlu gen bölgelerinin belirlenmesi ve tolerant çeşitlerin geliştirilmesi gibi 

adımların temel basamağı bu çalışma ile oluşturulmuştur. 
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• Ek Açıklama-A: İyon Sızıntısı İnteraksiyon Tablosu 
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• Ek Açıklama-C: Yaprak Oransal Su Kapsamı İnteraksiyon Tablosu 
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EK AÇIKLAMALAR 

 

 

Ek Açıklama-A: Hücre Membran Zararlanma Oranı 

Bağımlı Değişken: % zararlanma 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Kaynak 

Kareler 

Toplamı 

Serbestlik  

Derecesi 

Ortalama 

Karaler 

Toplamı F Ö.D. 

Düzeltilmiş Model 
21451,022

a
 5 4290,204 643,817 ,000 

Kesişme 24276,024 1 24276,024 3643,026 ,000 

Genotip 
517,526 1 517,526 77,663 ,000 

Uygulama 20736,235 2 10368,117 1555,911 ,000 

Genotip * Uygulama 197,262 2 98,631 14,801 ,001 

Hata 
79,964 12 6,664   

Toplam 45807,010 18    

Düzeltilmiş Toplam 21530,986 17    

Ö.D: Önem Derecesi (%5) 
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Ek Açıklama-B: Yüksek Sıcaklık Tolerans Derecesi (LT50) İnteraksiyon Tablosu  
Bağımlı Değişken: °C   

 

Kaynak 

Kareler 

Toplamı 

Serbestlik  

Derecesi 

Ortalama 

Karaler 

Toplamı F Ö.D. 

Düzeltilmiş Model 1,101
a
 1 1,101 43,396 ,003 

Kesişme 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    

Düzeltilmiş 

Toplam 
1,202 5    

Ö.D: Önem Derecesi (%5) 
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Ek Açıklama-C: Yaprak Oransal Su Kapsamı İnteraksiyon Tablosu 

Bağımlı Değişken: %YOSK 

Kaynak 

Kareler 

Toplamı 

Serbestlik  

Derecesi 

Ortalama 

Karaler 

Toplamı F Ö.D. 

Düzeltilmiş 

Model 
7414,229

a
 7 1059,176 34,116 ,000 

Kesişme 60663,119 1 60663,119 1953,928 ,000 

Genotip 
61,996 1 61,996 1,997 ,179 

Uygulama 7277,481 3 2425,827 78,135 ,000 

Genotip * 

Uygulama 
97,036 3 32,345 1,042 ,405 

Hata 
434,654 14 31,047   

Toplam 74455,535 22    

Düzeltilmiş 

Toplam 
7848,883 21    

Ö.D: Önem Derecesi (%5) 
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Ek Açıklama-D: Turgor Kaybı İnteraksiyon Tablosu 

Bağımlı Değişken: % TK 

 

Kaynak 

Kareler 

Toplamı 

Serbestlik  

Derecesi 

Ortalama 

Karaler 

Toplamı F Ö.D. 

Düzeltilmiş Model 
8288,365

a
 7 1184,052 21,574 ,000 

Kesişme 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 * 

Uygulama 
421,559 3 140,520 2,560 ,094 

Hata 
823,250 15 54,883   

Toplam 52480,343 23    

Düzeltilmiş 

Toplam 
9111,614 22    

Ö.D: Önem Derecesi (%5) 
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Ek Açıklama-E: Prolin İnteraksiyon Tablosu 

Bağımlı Değişken: μM prolin/ gTA 

 

Kaynak Kareler Toplamı 

Serbestlik  

Derecesi 

Ortalama 

Karaler 

Toplamı F Ö.D. 

Düzeltilmiş Model 
17939710,447

a
 7 2562815,778 54,845 ,000 

Kesişme 
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 

Genotip * 

Uygulama 
1685720,423 3 561906,808 12,025 ,000 

Hata 
1168200,766 25 46728,031   

Toplam 
98014929,664 33    

Düzeltilmiş Toplam 
19107911,213 32    

Ö.D: Önem Derecesi (%5) 
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Ek Açıklama-F: Toplam Çözünebilir Protein İnteraksiyon Tablosu 

Bağımlı Değişken: mg protein/ gTA 

 

Kaynak 

Kareler 

Toplamı 

Serbestlik  

Derecesi 

Ortalama 

Karaler 

Toplamı F Ö.D. 

Düzeltilmiş Model 
6366,395

a
 7 909,485 110,151 ,000 

Kesişme 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 * 

Uygulama 
937,023 3 312,341 37,829 ,000 

Hata 
66,054 8 8,257   

Toplam 34652,932 16    

Düzeltilmiş 

Toplam 
6432,449 15    

Ö.D: Önem Derecesi (%5) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


