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OZET
Doktora Tezi

YUKSEK SICAKLIK STRESININ CILEK BITKiSINDE ENZIMATIK VE
ENZIMATIK OLMAYAN ANTIiOKSIDANLAR iLE PROTEIN
METABOLIZMASINA ETKIiLERI

Sergiil ERGIN
Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Bahce Bitkileri Anabilim Dali
Damsman: Prof. Dr. Hatice GULEN

Cilek bitkisinde (Fragaria x ananassa Duch.) yiiksek sicakliklara tolerans
mekanizmasinin arastirildigi bu calismada yiiksek sicakliga tolerant (R. Hope) ve hassas
(CG3) iki cilek cesidi kullanilmistir. Cesitlere ait frigo fideler perlit, torf ve elenmis
bahge toprag: karisimi (1:1:1) igeren 14x12 cm ¢apindaki saksilarda, 30/15°C sicaklikta
ve ortalama % 65 oransal nemde 2 ay boyunca yetistirilmislerdir. Daha sonra c¢esitlere
ait yaprak orneklerine yapay olarak kademeli ve sok yiiksek sicaklik testleri (35, 40, 43,
46, 49, 52, 55 ve 60°C) uygulanmustir. Yiiksek sicaklik uygulamalarini takiben hiicrede
meydana gelen zararlanmalar1 belirlemek icin iyon sizintisi testleri yapilmis ve hidrojen
peroksit (H2O,) birikimi olglilmiistiir. Yiiksek sicakliklara ve uygulama sekline goére
yaprak dokularinda olusan enzimatik olmayan antioksidanlardan askorbik asit (AsA) ve
glutatiyon miktar1 (GSH) ile enzimatik antioksidanlardan askorbat peroksidaz (APX),
katalaz (CAT), glutatiyon rediiktaz (GR) ve peroksidaz (PRX) enzim aktiviteleri
saptanmistir. Ayrica, yliksek sicakliga toleransta protein metabolizmasinin agiklanmasi
ve bu konuda kullanilabilecek bir protein markirinin arastirilmasi amaciyla toplam
¢oziinebilir protein degisimleri dlgililerek SDS-PAGE yontemiyle toplam ¢6ziinebilir
protein profilleri ¢ikarilmistir. Ardindan immunoblot teknigi ile 6rneklerde HSP 60 ve
HSP 70 proteinleri arastirilmistir.

Yiiksek sicaklik uygulamalart sonucu hiicresel zararlanmanin sicaklik artisina paralel
olarak arttig1 saptanmistir. AsA ve GSH miktarinin uygulama sekline ve sicakliklara
gore degistigi belirlenmistir. Enzimatik antioksidanlardan APX, CAT ve PRX
aktivitesinin sicaklik artisiyla birlikte arttigi, GR aktivitesinin ise degigsmedigi tespit
edilmistir. SDS-PAGE’de uygulamalara gore degisen pek ¢ok protein bandi goriilmiis
ancak HSP60 icin yapilan immunoblot ¢alismalarinda sadece 23 kDa proteinin sicakliga
bagli oldugu tespit edilmistir. 23 kDa HSP’nin her iki c¢esitte de yliksek sicaklikta
biriktigi ve yogunlugunun da R.Hope cesidinde daha fazla oldugu belirlenmistir.
Dolayistyla 23 kDa HSP, cilek yaprak dokularinin yiiksek sicaklik toleransi ile
iliskilendirilmistir.

Sonug olarak, R.Hope ¢ilek ¢esidinin yaprak dokulariin yiiksek sicaklik kosullarinda
CAT, APX ve PRX gibi enzim aktivitelerini arttirarak antioksidatif savunma sistemini
harekete gecirmek ve 23 kDa HSP sentezlemek suretiyle hiicre zar1 yapisi
koruyabildigi saptanmuistir.

Anahtar kelimeler: Cilek, Fragaria x ananassa, sicaklik stresi, antioksidan enzim,
protein
2012, viii, 92 sayfa.



ABSTRACT
PhD Thesis

EFFECTS OF HIGH TEMPERATURE STRESS ON ENZYMATIC AND NON-
ENZYMATIC ANTIOXIDANTS AND PROTEIN METABOLISM IN
STRAWBERRY PLANTS

Sergiil ERGIN
Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Horticulture
Supervisor: Prof. Dr. Hatice GULEN

In this study, the mechanism of tolerance to high temperatures was investigated in
strawberry plants (Fragaria x ananassa Duch) using two strawberry cultivars which
were high temperature tolerant (R. Hope) and sensitive (CG3). Seedlings were planted
in 14x12 cm pots using perlite, peat and garden mold mix (1:1:1) and grown for 2
months at 30/15°C and 65% relative humidity. Then, gradually and shock high
temperature tests (35, 40, 43, 46, 49, 52, 55 and 60°C) were applied to the leaf samples.
To determine the cell damages that occurred after high-temperature applications, ion
leakage tests were conducted and the accumulation of hydrogenperoxide (H,O,) was
determined. The level of non-enzymatic antioxidants such as ascorbic acid (AsA) and
glutathione (GSH), and some enzymatic antioxidants such as ascorbate peroxidase
(APX), catalase (CAT), glutathione reductase (GR) and peroxidase (PRX) enzyme
activities were measured. In addition, to investigate protein metabolism and identify a
protein marker in tolerance to high temperature of strawberry, total soluble protein
profiles were determined using SDS-PAGE method and levels of HSP 60 proteins were
analysed using immunoblotting method.

As a result of high temperature applications, cellular injury was increase in parallel to
the temperatures. AsA and GSH contents were varied according to the applications and
temperatures. APX, CAT and PRX activities were increased by high temperature, but
GR activity was not changed. On SDS-PAGE many protein bands were detected
depending on the treatments. However anti-HSP60 immunoblots revealed that the 23
kDa polypeptides were detectable during heat-acclimation of strawberry cultivars. The
23 kDa HSP accumulated significantly in high temperature treatments in both cultivars.
Indeed the intensities of the HSP in R. Hope were more than CG3. Therefore
accumulation of 23 kDa HSP was correlated with heat-tolerance of the cultivars.

In conclusion, strawberry leaf tissues of cultivar R.Hope were found to enhance the
structural stability of cellular membranes under high temperature by increasing both the
activity of such enzymes as CAT, APX and PRX to activate the antioxtidative systems
and the expression of 23 kDa HSP.

Keywords: Strawberry, Fragaria x ananassa, heat stress, antioxidative enzyme, protein
2012, viii, 92 pages.



TESEKKUR

Tez ¢alismamin her asamasinda bilgi ve tecriibesinden yararlandigim, her konuda
yardim ve destegini esirgemeyen danisman hocam Saym Prof. Dr. Hatice GULEN’e
tesekkiirlerimi sunarim.

Tezimin her asamasinda bilgi, gériis ve Onerileriyle beni yonlendiren Tez Izleme
Komitesi iiyesi degerli hocalarim Sayin Prof. Dr. Vedat SENIZ’e ve Saymn Dog. Dr.
Himmet TEZCAN’a tesekkiir ederim.

Laboratuvar ¢aligmalar1 sirasinda ve tezimin yazim asamasinda yardim aldigim Sayin
Dog. Dr. Ahmet IPEK, Aras. Gor. Miige KESICI ve Aras. Gor. Dr. Asuman
CANSEV’e tesekkiir ederim.

108 O 063 nolu proje olarak bu ¢alismay: destekleyen TUBITAK-TOVAG’a tesekkiir
ederim.

Calisma materyali olarak kullanilan ¢ilek fidelerini temin eden YALTIR A.S.
(Adana)’ye tesekkiir ederim.

Caligmada kullanilan Actagro 7-7-7 besin soliisyonunu temin eden Hekimoglu S6zmen
Ltd. Sti. (Mersin)’e tesekkiir ederim.

Hayatim boyunca beni maddi manevi destekleyen AILEME, gosterdigi sabir ve
anlayisindan dolay1 sevgili esim Kayhan ERGIN’e tesekkiir ederim.

Sergiil ERGIN
26/06/2012



ICINDEKILER

OZET . .., i
ABSTRACT ... e I
TESEKKUR . ... i
ICINDEKILER.. ... .ot iv
KISALTMALAR DIZINI. ... Vi
SEKILLER DIZINT. ..o vii
CIZELGELER DIZINI... ... viii
L GRS . o 1
2. KAYNAK OZETLERI. ..ottt e 6
2.1. Hiicresel Zararlanmanin Belirlenmesi................cooiiiiiiiiiiiiiiiiiiannnn. 6
2.2. Yiksek Sicaklik Stresinde Antioksidan Savunma Mekanizmasi................ 9
2.2.1. Enzimatik olmayan antioksidanlar......................c 9
2.2.2. Antioksidan enzimler............o.oiiiiiiiiii e 11
2.3. Yiiksek Sicaklik Stresinde Protein Metabolizmast.................ccoovvivinn..n. 18
3. MATERYAL VE YONTEM........coouiiiiiiiiii e, 22
Bl MaAteryal. .. ... 22
R I o) 11 7<) 1 s DN 23
3.2.1. Yiiksek Sicaklik Uygulamalari............ccoooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieens 23
3.2.2. Hiicre Zar1 Zarariin Belirlenmesi.............c.oocooiiiiiiiiiiiiiiiiie, 23
3.2.3. Aktif Oksijen Tiirlerinin Belirlenmesi................oooi . 24
3.2.4. Enzimatik Olmayan Antioksidan Analizleri......................oooiiiin 25
3.2.4.1. Askorbik asit miktarinin belirlenmesi..................oooviiiiiiiiin... 25
3.2.4.2. Glutatiyon miktarmin belirlenmesi................ooooiiiiiiiiii. 26
3.2.5. Enzimatik Antioksidan Analizleri..................oooiiiiiiiiiiiiii i 26
3.2.5.1. Askorbat peroksidaz (APX, EC.1.11.1.11) analizi........................... 26
3.2.5.2. Katalaz (CAT, EC 1.11.1.6) analizi..............coooiiiiiiiiii e, 29
3.2.5.3. Glutatiyon rediiktaz (GR, EC 1.6.4.2) analizi.......................ooovne 32
3.2.5.4. Peroksidaz (PRX, EC 1.11.1.7) analizi.............cooiiiiiiiiiiiin.. 34
3.2.6. Protein AnalizIeri...........ooiiiiiiiii e 36
3.2.6.1. Prolin @analizi............ooieiiniiii i 36
3.2.6.2. Toplam ¢oziinebilir protein analizi................cooviiiiiiiiiiiiiiien.. 37
3.2.6.3. SDS-PAGE analizi..........ccoiiiiiiiiiiii i 39
3.2.6.4. Immunoblot (Western blot) analizi.................cooviueiueiueineineinnnn.. 42
3.2.7. Istatistiksel ANAlZIET.. ... ... ..coouiiiiii i 44
4. BULGULAR . ..o e, 45
4.1. Hiicre Zar1 Zararinin Belirlenmesi.................ccooiiiiiiiiiii, 45
4.2. Aktif Oksijen Tiirlerinin Belirlenmesi.................ooooiiiiiiiiii.. 46
4.3. Enzimatik Olmayan Antioksidan Analizleri.................c..coooiiiiin, 47
4.3.1. Askorbik asit miktarinin belirlenmesi...............coooiiiiiiiiiiiii i, 47
4.3.2. Glutatiyon miktarinin belirlenmesi............c..coovviiiiiiiiiiiiiiiii.. 49
4.4 Enzimatik Antioksidan Analizleri.............cooiiiiiiiiiiiiii e o1
4.4.1. Askorbat peroksidaz (APX) enzim aktivitesinin belirlenmesi................. 51
4.4.2. Katalaz (CAT) enzim aktivitesinin belirlenmesi.............................. 53
4.4.3. Glutatiyon rediiktaz (GR) enzim aktivitesinin belirlenmesi.................. 55
4.4.4. Peroksidaz (PRX) enzim aktivitesinin belirlenmesi........................... 57
4.5. Protein AnalizIeri...........oooiiiiiiii e 59



4.5.1. Prolin MiKEarL. ..o oot e e e e 59

4.5.2. Toplam ¢oziinebilir protein miktart..............ooovviviiiiiiiiiiiiinen.n. 60
4.5.3. SDS-PAGE. ... .o 62
4.5.4. immunoblot (Western blot) analizi................oouviueiueinieiniaieenn.. 63
5. TARTISMA VE SONUC . ...ttt e 66
KAYNAKLAR ..o e e e 74
ERKLER . ..ottt 84
OZGECMIS . .o, 91



Kisaltmalar

APX
AsA
BSA
CAT
DTNB
DTT
EDTA
GR
GSH
GSSG
HSP
IPCC
NADPH
NEM
oD
PAGE

PRX
PVPP
ROS

Rf

rpm

SD

SDS
SDS-PAGE
SOD

SS

TBS
TBST
TCA
TEMED
TA

KISALTMALAR DiZiNi

Aciklama

Askorbat peroksidaz
Askorbik asit

Bovine serum albumin

Katalaz

Dithio nitro benzoik asit
1,4 dithiothreitol
Etilen diamin tetra asetik asit

Glutatiyon rediiktaz

Glutatiyon

Glutatiyon distilfit
Is1 soku proteini (Heat shock protein)
(Intergovernmental Panel on Climatic Change)
B-Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate
N-etilmaleimide

Absorbans degeri (Optical density)
Poliakrilamid
electrophoresis)

Peroksidaz

jel

elektroforezi

Polivinilpolipirolidon
Reaktif oksijen tiirevleri (Reactive oxygen species)

Oransal ilerleme (Relative mobility)

(Polyacrylamide

Dakikadaki donme sayis1 (Revolution per minute)
Serbestlik derecesi
Sodyum dodesil stilfat

Sodyum dodesil siilfat- Poliakrilamid jel elektroforezi
Superoksit dismiitaz

Standart sapma
Tris Buffer Saline
Tris Buffer Saline Tween-20

Trikloro asetik asit
N, N, N', N'-Tetrametiletilendiamin

Taze agirlik

Vi

gel



SEKILLER DiZiNi

Sekil 3.1. Cilek ¢esitlerine ait bitkilerin genel gorinlimii.............................. 22
Sekil 4.1. Kademeli ve sok yliksek sicaklik uygulamalarina bagli olarak
cilek ¢esitlerinin hiicre zar1 zararlanmalart...................ccooiiii . 45
Sekil 4.2. Kademeli ve sok yliksek sicaklik uygulamalarina bagli olarak
cilek ¢esitlerinin hidrojen peroksit (H,O2) miktarlart.......................cooiiiii. 47
Sekil 4.3. Kademeli ve sok yliksek sicaklik uygulamalarina bagli olarak
cilek ¢esitlerinin toplam askorbik asit (AsA) miktar1 (mg/gTA).................o.t. 48
Sekil 4.4. Kademeli ve sok yiiksek sicaklik uygulamalarina bagli olarak
cilek gesitlerinin rediikte askorbik asit (AsA) miktart (mg/gTA)..................... 49
Sekil 4.5. Kademeli ve sok yiiksek sicaklik uygulamalarina bagli olarak
cilek g¢esitlerinin toplam glutatiyon (GSH) miktart (ug/gTA).........ceovivniinnn... 50

Sekil 4.6. Kademeli ve sok yiiksek sicaklik uygulamalarina bagli olarak

cilek gesitlerinin askorbat peroksidaz (APX) enzim aktivitesi (umol / gTA)...... 51
Sekil 4.7. Kademeli ve sok yiiksek sicaklik uygulamalarina bagli olarak

cilek g¢esitlerinin spesifik askorbat peroksidaz (APX) enzim aktivitesi

(WMOL / TN PLOL. ) ettt ettt e e e 52
Sekil 4.8. Kademeli ve sok yiiksek sicaklik uygulamalarina bagli olarak

cilek gesitlerinin katalaz (CAT) enzim aktivitesi (nmol/gTA/dak.).................. 53
Sekil 4.9. Kademeli ve sok yiiksek sicaklik uygulamalarina bagli olarak

cilek gesitlerinin spesifik katalaz (CAT) enzim aktivitesi (nmol/mg prot.)......... 54
Sekil 4.10. Kademeli ve sok yiiksek sicaklik uygulamalarina bagl olarak

cilek ¢esitlerinin glutatiyon rediiktaz (GR) enzim aktivitesi (nmol/g TA)........... 55

Sekil 4.11. Kademeli ve sok yiiksek sicaklik uygulamalarina bagl olarak
cilek cesitlerinin spesifik glutatiyon rediiktaz (GR) enzim aktivitesi

(NMOL/ TNILE/ T PTOL.). .ttt e 56
Sekil 4.12. Kademeli yiiksek sicaklik uygulamalarinin R. Hope ve CG3

cilek gesitlerinin peroksidaz (PRX) enzim aktivitesine etkileri...................... 57
Sekil 4.13. Sok yiiksek sicaklik uygulamalarinin R. Hope ve CG3 cilek

cesitlerinin peroksidaz (PRX) enzim aktivitesine etkileri............................. 58
Sekil 4.14. Kademeli ve sok yiiksek sicaklik uygulamalarina bagli olarak ¢ilek
cesitlerinin prolin miktart (WM/Z TA).....oieiinii e, 60
Sekil 4.15. Kademeli ve sok yiiksek sicaklik uygulamalarina bagli olarak ¢ilek
cesitlerinin toplam ¢oziinebilir protein miktar1 (mg/gTA).........ccooviiiiiiiiii. 61
Sekil 4.16. Kademeli yiiksek sicaklik uygulamalarina bagli olarak cilek

cesitlerinin SDS-PAGE protein profilleri..............oooiiiiiiiiiiii i, 62
Sekil 4.17. Sok yiiksek sicaklik uygulamalarina bagli olarak ¢ilek

cesitlerinin SDS-PAGE protein profilleri..............coooiiiiiiiiiiiiii 63
Sekil 4.18. Kademeli yiiksek sicaklik uygulamalarina bagli olarak cilek

cesitlerinde 23 kDa HSP 60 proteininin gorinimii..............ocoovviiiiiinn.n 63
Sekil 4.19. Sok yiiksek sicaklik uygulamalarina bagli olarak ¢ilek

cesitlerinde 23 kDa HSP 60 proteininin goriinimii...............oovviiviiiinnn. 64

vii



CIZELGELER DiZiNi

Cizelge 3.2.1. Spesifik enzim aktivitesinin belirlenmesi icin BSA

standartlarinin hazirlanmasi...............ooiiiii i
Cizelge 3.2.2. Spesifik enzim aktivitesinin belirlenmesi i¢in 6rneklerin
hazZIrlanmasT. ..o e
Cizelge 3.2.3. Toplam ¢oziinebilir protein miktarinin belirlenmesi igin

BSA standartlarinin hazirlanmasi...............oooiiiiiiiii i
Cizelge 3.2.4. Toplam ¢oziinebilir protein miktarinin belirlenmesi igin
orneklerin hazirlanmast.............ooii i

viii



1. GIRIS

Cilegin tarih¢esi Romalilara hatta eski Yunanlilara kadar inmekte, ancak tarimina iligskin
eski devirlere ait yazili bir kaynak bulunmamaktadir. M.S. 1300 tarihleri civarinda
Avrupa’da ¢ilek kiiltiiriiniin yapildig1, orman ¢ilegi olarak adlandirilan Fragaria vesca
L.’ nin ilk kiltiire alinan g¢ilek tiirii oldugu bildirilmistir (Agaoglu 1986). Fragaria
ananassa Duch. en ¢ok yetistiriciligi yapilan tiirdiir, Fragaria vesca L. (Avrupa ve
Kuzey Amerika’da) ve F. moschata (Avrupa’da) ise daha simirhi alanlarda
yetistirilmektedir. Kiiltiir ¢ilegi Fragaria ananassa Duch., F. chiloensis L. ve F.
virginiana Miller melezi olup oktoploid (2n=56)dir (Staudt 1989).

Rosaceae familyasinda yer alan ¢ilek (Fragaria x ananassa) iiretimi, kaliteli ve verimli
cesitlerinin elde edilmesinden sonra iilkemizde ve diinyada giderek yayginlasmis ve
biiyiik bir ekonomik Oneme sahip olmustur. Hem sanayi amacli hem de sofralik
tilketime elverisli ve vitamince zengin bir meyve olmasi ve diger meyve tiirlerinin az
bulundugu bir dénemde piyasaya sunulmasi iiretimine olan talebi arttirmaktadir. Diinya
cilek tiretimi 2010 yilinda toplam 4 366 662 ton olmustur ve A.B.D. 1 292 780 ton ile
iiretimde ilk sirada yer almaktadir (http:/faostat.fao.org, 2010). Ulkemiz ¢ilek iiretimi
ise, 1975 yilinda 16 000 ton iken, 2010 yilinda 299 940 tona ulasarak diinya iiretiminde
ikinci sirada yer almustir. Tiirkiye’yi 275 300 tonluk iiretimi ile Ispanya takip
etmektedir. Tirkiye ¢ilek iiretiminin %59’unu Akdeniz, %19’unu Ege ve % 14’{linii

Marmara Bolgesi karsilamaktadir (http://tuik.gov.tr, 2010).

Bitkiler, yasadiklar1 ¢cevrelerde gelisimlerini kisitlayict degisik olumsuz kosullara maruz
kalirlar. Yasam i¢in optimal olan kosullardan 6nemli sapmalar olarak aciklanan stres,
organizmanin biitiin fonksiyonel diizeylerinde degisiklikler meydana getirebilmektedir
(Giirel ve Avcioglu 2004). Bitkiler iizerinde etki yapan stres faktorlerini kaynaklarina
gore biyotik ( fungus, bakteri, viriis, zararlilar v.b.) ve abiyotik (sicaklik, su, radyasyon,
kimyasal, manyetik v.b.) stres faktorleri olarak ayirmak miimkiindiir (Larcher 1995).
Abiyotik stres faktorlerinden olan sicaklik stresi; yliksek sicaklik, tisiime (diisiik pozitif
sicaklik) ve don (diisiik negatif sicaklik) stresi olarak ii¢ tipe ayrilabilir. Bahge bitkileri

yetistiriciliginde, bir bolgede bitki tiir veya ¢esitlerinin yetistirilmesini sinirlayan en


http://faostat.fao.org/
http://tuik.gov.tr/

onemli faktorlerin basinda sicaklik gelmektedir. Son yillarda artan kiiresel 1sinma ile
birlikte sicaklik stresi, 6zellikle 1liman iklim bdlgelerinde verim ve kuru madde orani
kayiplarinin en onemli nedenleri arasinda yer almaktadir (Levitt 1980, Giaveno ve
Ferrero 2003, Wahid ve ark. 2007). Insan aktiviteleri, atmosferde var olan
karbondioksit, metan, kloroflorokarbon ve azot oksitler gibi sera gazlarinin
konsantrasyonunun artmasina neden olmakta, bu da kiiresel 1sinmaya yol agmaktadir
(Wahid ve ark. 2007). IPCC (Intergovernmental Panel on Climatic Change) 2012
raporuna gore; 21. yiizyilin ortalarina kadar kiiresel sicakligin 1-3°C artmasi, bu artigin

21. yilizyilin sonlarina dogru ise 2-5°C olacag1 beklenmektedir.

Sicaklik stresi genellikle, sicakligin belli bir siire bitki biiylime ve gelismesinde geri
doniisiimsiiz zararlanmalara neden olan esik seviyesinin {izerine ¢ikmast olarak
tanimlanir. Ortam sicakliginin gegici olarak 10-15°C artmasi sicaklik soku ya da
sicaklik stresi olarak kabul edilir. Ancak, sicaklik stresi, sicakligin yogunluguna (derece
sicaklik), siiresine ve sicaklik artis oranina bagli karmasik bir olaydir yani, uzun siireli
daha az sicaklik, kisa siireli yiliksek sicaklik kadar ¢ok zarara yol agabilmektedir
(Larcher 1995, Peet ve Willits 1998). Bitkilerde yiiksek sicakliklara uyum saglama
sirasinda ortaya cikan degisikliklerin bircogu geri doniisiimli (reversible) olmalaria
ragmen, daha sonra geri doniisiimsiiz (irreversible) hale de gelebilirler (Cakirlar ve
Topcuoglu 1985, Lester 1985, Larcher 1995, Lichtenthaler 1996, Arora ve ark. 1998,
Taiz ve Zeiger 1998, Saelim ve Zwiazek 2000).

Bitkilerin normal biiyiime sicakliklarinin iizerindeki sicakliklara maruz kalmasi hiicre
zar1 yapisinda geri doniisiimsiiz degisikliklere ve kararsizliklara neden olmaktadir.
Yiiksek sicaklik stresi sirasinda zar akiskanlhigindaki degisiklikler, zar bilesenlerinin
yeniden diizenlenmesi veya lipit i¢erigindeki degisimlerden kaynaklanmaktadir (Yildiz
ve Terzi 2007). Hiicre zar zararlanmasi, sicakligin tetikledigi oksidatif stresten
meydana gelen reaktif oksijen tiirevlerinin (ROS) varligindan kaynaklanmaktadir
(Kumar ve ark. 2007). Serbest radikaller ve diger aktif oksijen tiirevleri biyolojik redoks
tepkimeleri sonucu olusurlar (Smirnoff 2005). ROS olarak bilinen siiperoksit (O ),
hidrojen peroksit (H;0,) ve hidroksil radikalleri (OH ), metabolizmanin oksijenle

etkilesimi sonucunda olusmaktadirlar. ROS’lar biyomolekiillerle tepkimeye girerek



oksidatif zararlanmalara neden olabilmektedirler. ROS’lar, enzimleri inhibe etmekte ve
onemli hiicre bilesenleri lizerinde zararli etkileri bulunmaktadir ve bunlarin tiretimi stres
kosullarinda oldukg¢a artmaktadir (McKersie ve Lehsem 1994). Bitkiler ve diger
organizmalar, ROS’larin neden oldugu zararlanmay1 azaltmak ve tamir edebilmek i¢in
zaman icinde ¢ok cesitli mekanizmalar gelistirmislerdir. Bitkilerde molekiiler savunma
mekanizmasi ¢evresel stres faktorlerine adaptasyonun bir pargasidir ve stres toleransinin

kazanilmasini saglar (Peet ve Willits 1998).

Ornegin; stres kosullarinda farkli bitki tiirleri sekerler ve seker alkolleri (polioller),
prolin, tersiyer ve kuaterner amonyum bilesikleri ve tersiyer siilfonyum bilesikleri gibi
cesitli ozmolitler biriktirirler (Sairam ve Tyagi 2004). Absisik asit (ABA) ve etilen
(C,H4) gibi hormonlar stres sirasinda sinyal molekiillerini harekete gegirerek birgok
fizyolojik olay1 diizenler (Larkindale ve Huang 2005). Ayrica, yiiksek sicaklik stresi
bitkilerde abiyotik strese karst toleransta rol oynayan en Onemli sekonder
metabolitlerden fenolik bilesiklerin birikimine neden olur (Wahid ve Ghazanfar 2006,
Wahid 2007). Bitkilerin strese karsi gelistirdigi diger bir savunma sistemi de
antioksidan savunma sistemidir (Foyer ve ark. 1994). Bitkilerdeki andioksidan savunma
sistemi antioksidan molekiil ve enzimlerden olusmaktadir (Alscher ve ark. 1997).
Enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlarin karmagsik isbirligi sayesinde
ROS’larin konsantrasyonunun kontrolii ve oksidatif zararlanmanin tamiri miimkiin
olmaktadir (Smirnoff 2005). Enzimatik savunma sistemi, siliperoksit radikallerini
H,0,’ye doniistiiren siiperoksit dismutaz (SOD, EC 1.15.1.1), katalaz (CAT, EC
1.11.1.6) ve H,0;’nin su ve oksijene doniisiimiinii tetikleyen peroksidazlar1 (PRX, EC
1.11.1.7) ve ozellikle de askorbat peroksidazi (APX, EC 1.11.1.11) ve glutatiyonun
(GSH) yenilenmesini saglayan glutatiyon rediiktazi (GR, EC 1.6.4.2) kapsamaktadir
(Jeffrey 2002, Arora ve ark. 2002, Noctor ve Foyer 1998, Liu ve Huang 2000, Giilen ve
Eris 2004, Xu ve ark. 2006). Enzimatik olmayan antioksidan savunma sisteminde ise,
askorbik asit (AsA), GSH, B-karoten ve a-tokopherol gibi andioksidan bilesikler toksik
oksijen bilesiklerinin uzaklastirilmasinda 6nemli rol oynarlar (Hodges ve ark. 1996,
Noctor ve Foyer 1998).

Abiyotik strese karst basa c¢ikma yollarindan biri de stres proteinlerinin

sentezlenmesidir. Stres proteinlerinin pek cogu suda ¢oziinlir oldugundan, hiicresel



yapilarin stres toleransina muhtemelen hidrasyon yoluyla katkida bulunurlar (Wahid ve
Close 2007). Stres kosullarinda protein yapilarinin ve fonksiyonlarinin korunmasi
hiicrenin yasamini devam ettirebilmesi agisindan ¢ok 6nemlidir (Wang ve ark. 2004).
Sicaklik stresi, protein yapisi ve aktivitesi lizerinde de negatif bir etkiye sahiptir (Wery
ve ark. 1993). Sicaklik stresi sirasinda 6zel bazi proteinlerin sentezlendigi bilinmektedir
ve bu proteinler 1s1 soku proteinleri (HSP’ler) olarak belirlenmistir (Nakamoto ve
Hiyama 1999). Bitkiler yiiksek sicakliklara maruz kaldiklarinda normal hiicresel
proteinlerde azalma oldugu, buna karsilik HSP’lerde ise artis oldugu belirlenmistir.
HSP’ler, bir¢ok normal hiicresel siiregte protein katlanmasi, montaj, translokasyon ve
yikimindan sorumludur, stres kosullarinda ise proteinlerin yeniden katlanmalarini ve
denatiirasyonlarin1 6nlerler (Hartl 1996, Boston ve ark. 1996, Wang ve ark. 2004).
Abiyotik stres kosullarina bitkilerin verdigi tepkiler ve abiyotik stres toleranslari
konusunda kii¢iik 1s1 soku proteinleri (sHSP) ailesi disinda, diger HSP’lerin roliine
nispeten daha az odaklanilmistir ve bu konudaki calismalar olduk¢a sinirli sayidadir
(Wang ve ark. 2003, Burke ve ark. 2000, Burke 2001, Hong ve Vierling 2000, 2001,
Hong ve ark. 2003).

Cilek bitkisi 10 ile 26°C’ler arasinda optimum gelisme gosteren bir iliman iklim
bitkisidir (Ledesma ve ark. 2004). Ulkemizde ¢ilek yetistiriciligi agik alanlarda,
seralarda ve plastik tiinellerde yapilmakta ve bitkiler gelisimlerinin farkli donemlerinde
stk sik yliksek sicakliklara maruz kalmaktadirlar. Yiiksek sicakligin gelecekte kiiresel
iklim degisiklikleri ile birlikte pek c¢ok bitki tiirlinlin yetistiriciliginde sinirlandirict bir
faktor olacagi on goriilmektedir. Bu yiizden, bitkilerde tiirler ve hatta ¢esitler bazinda
yiiksek sicaklik stresinin metabolizmasi iizerine arastirmalar gelecek icin biiyiik dnem
tagimaktadir. Ancak pek c¢ok bitki tlirlinde oldugu gibi cilek bitkisinin de yiiksek
sicakliga toleransi ile ilgili simirl sayida ¢alisma mevcuttur (Wang ve Zheng 2001,
Ledesma ve ark. 2004, Giilen ve Eris 2003, 2004, Kadir ve ark. 2006, Wang ve Lin
2006).

Bitkilerde yiiksek sicaklik stresinde son yillarda yapilan molekiiler calismalar genellikle
antioksidan enzimler {izerine yogunlagmakla birlikte, ¢ilek bitkisinde bu konuda

yapilmis caligmalar olduk¢a sinirlidir. Bu konuda ‘Camarosa’ ¢esidinde yapilan bir



calismada bitkilere 30, 35, 40 ve 45°C’lik yiiksek sicakliklar uygulanmis ve sicaklik
artisgina baglh olarak PRX aktivitesinin arttigi belirlenmistir (Giilen ve Erig 2004).
Cilekte yapilan baska bir ¢calismada ‘Chandler’ ve ‘Sweet Charlie’ ¢esitlerinin net CO,
asimilasyon hizinin ve verimin sicaklik artisiyla birlikte azaldigi belirlenmistir (Kadir

ve ark. 2006).

Ayrica bitkilerde sicaklik stresinin enzimatik olmayan antioksidanlarin degisimi, protein
ve karbonhidrat mekanizmasi iizerine etkileri ile ilgili ¢cok az bilgi mevcuttur. Cilekte
‘Camarosa’ ¢esidinde yapilan ¢aligmalarda sicaklik artigina bagli olarak toplam protein
miktarinin ve toplam DNA’nin azaldigi belirlenmistir (Giilen ve ark. 2003, 2004).
Ledesma ve ark. (2004) ‘Nyoho’ ve ‘Toyonaka’ ¢esitlerinde sicaklik stresiyle birlikte
pek cok protein igeriginin azaldigini, buna karsilik yapraklarda 19-29 kDa araliginda
cigceklerde ise 16-26 kDa araliginda HSP’lerin ortaya ¢iktigin1 saptamislaridir. Ancak,
mevcut bilgilerimize gore ¢ilek bitkisinin yiiksek sicaklik stresine karsi gelistirdigi
enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan savunma mekanizmasi ile HSP’lerin rolii
tam olarak ac¢ikliga kavusturulamamistir. Son olarak Kesici (2009) tarafindan yapilan
calismada yaygin olarak yetistiriciligi yapilan 15 c¢ilek ¢esidinin sicaklik stresi
toleranslar1 belirlenmistir. Bu cesitlerden El Santa ve Redlands Hope yiiksek sicakliga
goreceli olarak tolerant; Aromas, Ruby Gem ve Kabarla orta derecede tolerant; Festival
ve Cal-Giant3 gesitlerinin ise goreceli olarak daha hassas olduklar1 saptanmustir.
Yapilan bu tez ¢aligmasinda ise, yiiksek sicakliga hassas [Cal-Giant3 (CG3)] ve tolerant
[Redlands Hope (R. Hope)] olan ve ¢ilek ¢esitleri kullanilarak, yliksek sicakliklara
bagli yaprak dokularinda olusan fizyolojik ve molekiiler biyolojik degisimlerin
belirlenebilmesi amaciyla bazi enzim ve ozmoregiilantlarin etkinligi ve protein
yapisindaki degisimler incelenmistir. Yiiksek sicakliga tolerans kazanilmasinda etkili
olabilecek HSP’ler arastirilarak c¢esitler arasindaki genotipsel farkliliklar ortaya
konulmustur. Bu calismanin sonucunda elde edilen veriler ¢ilek bitkisinde yliksek
sicaklik stresinin metabolik etkilerinin ortaya ¢ikarilmasini saglayacagi gibi bitkilerde
yiiksek sicakligin fizyolojik mekanizmasinin anlagilmasina da katkida bulunacaktir.
Boylece bu konuda ileride yapilacak gen diizeyindeki biyoteknolojik ¢alismalara temel
olusturarak, yiiksek sicaklik stresine toleransli ¢esitlerin gelistirilmesine yardimci

olacaktir.



2. KAYNAK OZETLERI

Bu béliimde tez konusuyla ilgili olarak, yiiksek sicaklik stresi kosullarinda antioksidan
ve protein metabolizmasinda meydana gelen fizyolojik ve molekiiler biyolojik
degisimlerle ilgili ¢ilek bitkisinde sinirli sayida calismanin olmasi nedeniyle diger

tiirlerde yapilan caligsmalara da yer verilmistir.

2.1. Hiicresel Zararlanmanin Belirlenmesi

Bitki gelisimi; yiikksek sicaklik, tuzluluk ve kuraklik gibi ¢esitli abiyotik stres
kosullarindan olumsuz etkilenmektedir (Berry ve Bjorkman 1980). Bitki biiyiime ve
gelismesi ile verimini etkileyen en Onemli faktorlerden biri de yiiksek sicakliktir
(Havaux 1993). Yiiksek sicaklik stresi, bitki metabolizmasinda fizyolojik, biyokimyasal
ve molekiiler baz1 degisikliklere neden olmaktadir (Levitt 1980). Cok yiiksek
sicakliklarda, hiicresel organizasyonun ¢okiisiine bagli olarak birka¢ dakika igerisinde
cok ciddi hiicresel zararlanmalar hatta hiicre 6liimii gerceklesebilmektedir (Schoffl ve
ark. 1999). Orta derecede yiiksek sicakliklarda, yaralanma veya 6liim sadece uzun siireli
maruz kalma sonrasinda ortaya g¢ikmaktadir. Yiksek sicakliklar hiicrede dogrudan
proteinlerin denatiirasyonuna, c¢okelmesine ve membran lipidlerinde akiskanligin
artmasina; dolayli olarak ise, kloroplast ve mitokondri enzimlerinin inaktivasyonuna,
protein sentezinin engellenmesine, proteinlerde bozunma ve zar biitiinliigliniin kaybina
etki etmektedir (Howarth 2005). Yiiksek sicaklik, oksidatif stresi tetikleyerek (Gong ve
ark. 1997), bitkilerde lipit peroksidasyonu sonucu zar hasarina, pigment agarmasina ve
DNA iplik¢iklerinde bozulmalara neden olur (Anderson ve Padhye 2004, Imlay ve Linn
1988). Hiicrede meydana gelen bu zararlanmalar, biiylimenin engellenmesine, diisiik
iyon hareketliligine, toksik bilesiklerin ve ROS’larin olusumuna ve hatta sonucta
acliktan Oliimlere yol acabilir (Schoffl ve ark. 1999, Howarth 2005). Bitkilerde,
ROS’larin neden oldugu zararlanmay1 azaltmak ve tamir edebilmek i¢in; enzimatik
antioksidanlar, enzimatik olmayan antioksidanlar, proteinler, karbonhidratlar, lipitler,
sekonder metabolitler ve hormonlardan olusan ¢ok c¢esitli savunma mekanizmalari
bulunmaktadir. Cilek bitkisi 10 ile 26°C’ler arasinda optimum gelisme gosteren bir

iliman iklim bitkisidir (Ledesma ve ark. 2004). Ulkemizde ¢ilek yetistiriciligi acik



alanlarda, seralarda ve plastik tiinellerde yapilmakta ve bitkiler gelisimlerinin farkli
donemlerinde sik sik yiiksek sicakliklara maruz kalmaktadirlar. Bu yiizden, bitkilerde
tiirler ve hatta cesitler bazinda yiiksek sicaklik stresinin metabolizmasi {izerine
arastirmalar gelecek i¢in biiyiik 6nem tagimaktadir. Sicaklik stresi konusunda yapilan
calismalar genellikle diistiik sicaklik stresi konularinda yogunlagmis olup, yiiksek
sicaklikla ilgili calismalara gereken 6nem verilmemistir. Pek ¢ok bitki tiirtinde oldugu
gibi ¢ilek bitkisinin de yiiksek sicakliga toleransi ile ilgili smirli sayida g¢alisma
mevcuttur (Wang ve Zheng 2001, Ledesma ve ark. 2004, Giilen ve Eris 2003, 2004,
Kadir ve ark. 2006, Wang ve Lin 2006).

Bitkilerde sicaklikla ilgili strese karst olusan zararlanma oranmni (hiicre zari
zararlanmasi) belirlemek i¢cin  “iyon sizintist testleri” (elektrisel iletkenlik)
kullanilmaktadir (Eugenia ve ark 2003, Gusta ve ark. 2003). Bu test, zararlanmanin bir
sonucu olarak ortaya c¢ikan hiicre zarindaki fonksiyon bozukluklart nedeniyle
sitoplazmadan apoplastik siviya sizan iyonlarin miktarinin belirlenmesi prensibine
dayanmaktadir (Eugenia ve ark 2003). Zar lipitlerinin serbest radikal kaynakli
peroksidasyonunun, hiicresel diizeyde stres kaynakli zararlanmanin bir yansimasi

oldugu bilinmektedir (Jain ve ark. 2001).

Hiicrede normal kosullarda diisiik miktarlarda bulunan H,0,, bitki biiyiime ve gelismesi
ile farklilagsmasi i¢in gerekli olan g¢esitli sekonder metabolitlerin biyosentezini
baslatmaktadir. Normal kosullarda HyO, nin domates ve piringte sHSP’lerin (HSP 26)
sentezini indiikledigi, boylece abiyotik stres toleransinda sinyal iletiminde énemli bir rol
oynadig1 belirlenmistir (Liu ve Shono 1999, Lee ve ark. 2000, Uchida, ve ark. 2002).
Ancak stres kosullarinda miktarinin artmasi hiicre i¢in 6liimciil olabilmektedir (Gaspar
ve ark. 1985, McKersie ve Lehsem 1994). Bitkilerde H,O;’nin detoksifikasyonu,
hiicrenin korunmasi ve hiicresel sinyalizasyon i¢in olduk¢a 6nemlidir (Dat ve ark. 2000,
Mitler 2002). Bitkilerde H,0,’yi etkisiz hale getiren en az bes enzim bulunmaktadir
(askorbat peroksidazlar, katalazlar, glutatiyon peroksidazlar, peroksiredoksinler ve tip
III peroksidazlar). Bu enzimler AsA ve GSH gibi antioksidanlarla birlikte hiicrede

H,0,’nin parcalanmasinda gorev alirlar (Noctor ve Foyer 1998).



Liu ve Huang (2000)’in yaptigi arastirmada sicakliga tolerant (L-93) ve hassas
(Pencross) ¢im (Agrostis palustris Huds.) bitkilerine iki farkli sicaklik (22/16°C ve
35/25°C, giindiiz/gece) uygulamasi yapilmistir. Bitkiler bu sicaklik derecelerinde 56
giin boyunca yetistirildikten sonra artan sicaklik stresiyle birlikte iyon sizintisi
iceriginde de artiglar saptanmustir. Iyon sizintisin kontrole gore L-93’te 2 kat ve

Penncross’ta 3 kat fazla oldugu goriilmiistiir.

Optimum gelisme sicakligi 25°C/15°C (giindiiz/gece) olan lima fasulyesinde (Phaseolus
lunatus) yapilan bir ¢alismada bitkilere 37°C’de 4 - 12 saatlik alistirma uygulamasi
yapildiktan sonra 45°C’lik yiiksek sicaklik uygulanmustir. Yiiksek sicaklik uygulamalari
sonucunda alistirma uygulamasi yapilan bitkilerde hiicresel zararlanmanin, alistirma
uygulamasi yapilmayanlara gore daha az oldugu, ayrica alistirma siiresi uzadikca

hiicresel zararlanmanin azaldig belirlenmistir (Keeler ve ark. 2000).

Biberde (Capsicum annuum L.) yapilan ¢alismada bitkiler 24/20°C (giindiiz/gece)
sicaklikta yetistirilmiglerdir. 8 haftalik bitkilere 15’er dakika 24, 48 ve 54°C’lik
sicakliklar uygulanmistir. Bu uygulamalar sonucunda bitkilerde yapilan analizlerde,

iyon sizintisinin sicaklik artigiyla birlikte arttig1 saptanmistir (Anderson 2002).

Uzun sireli yiiksek sicaklik uygulamalarinin ¢ilekteki (Fragaria x ananassa cv.
Camarosa) etkisinin arastirildiglr calismada, fidelere 48 saat boyunca 30, 35, 40 ve
45°C’lik kademeli ve sok yiiksek sicaklik stresi uygulanmistir. Yaprak oransal su
kapsami (%), turgor kaybi, klorofil igerigi ve sicaklik stres toleransi (LTsp), kontrol ve
stres uygulamalarinda Olciilmiistiir. Klorofil igerigi hari¢ diger tiim parametrelerde
kademeli ve sok yiiksek sicaklik uygulamalarimin etkileri 6nemli bulunmustur. Sicaklik
derecesi artikca bitkilerin hiicresel zararlanma oranlar1 da artmistir. Kademeli yiiksek
sicaklik uygulamasindaki bitkilerin sok yiiksek sicaklik uygulamasina gore sicaklik

stres toleransinda artis belirlenmistir (Giilen ve Eris 2003).



Yin ve ark. (2008) zambaklarda (Lilium longiflorum L.) yaptiklar1 ¢aligmada, sicaklik
stresi kosullarinda artan O, konsantrasyonuna bagli olarak iyon sizintisi ve MDA

miktarinin da arttigini tespit etmislerdir.

2.2. Yiiksek Sicaklik Stresinde Antioksidan Savunma Mekanizmasi

2.2.1 Enzimatik olmayan antioksidanlar

Bitkinin antioksidan savunma sistemi i¢inde ¢esitli antioksidan molekiiller de
bulunmaktadir (Foyer ve ark. 1994, Peet ve Willits 1998). AsA bitkilerin stres
kosullarinda toksik radikallere Kkarsi kendisini korumak i¢in kullandigi 6nemli
antioksidanlardandir (Demming-Adams ve Adams 1996, Noctor ve Foyer 1998). AsA
bitkilerin ¢ogu hiicrelerinde, organellerde ve apoplastlarda tespit edilmistir. Bitkilerin
yapraklarinda ve kloroplastlarin 6zellikle stromasinda yogunlagmis olarak askorbat
halinde rediikte formda bulunur (Caylak 2011). AsA, O; ’i, H,O2’yi ve OH "1
dogrudan indirgeyebilme yetenegindedir (Foyer, 1993). GSH stres durumunda olusan
serbest radikallerle reaksiyona girerek enzimlerin SH gruplarinin okside olmasini énler.
Ayrica askorbat-glutatiyon dongiisiine katilarak askorbatin, dehidroaskorbattan
rejenerasyonunu saglar ve stresin olusturabilecegi hasari1 gidermede rol oynar (Foyer,
1993). Askorbat- glutatiyon dongiisiiniin kloroplastlarin ve diger hiicresel birimlerin
oksidatif stresten korunmasinda Onemli bir rolii bulunmaktadir. Oksidatif zararin
sinirlanmast ve normal sinyal iletimi veya metabolizma i¢in gerekli olandan fazla
ROS’larmn yok edilmesinde bu antioksidan savunma sistemlerinin kapasitesi ve etkinligi
olduk¢a onemlidir (Foyer ve ark. 1994). Askorbat-glutatiyon dongiisii asagidaki sekilde
gerceklesmektedir.

Askorbat + H,0, 2"* ,  dehidroaskorbat + 2H,0

Dehidroaskorbat + 2 GSH —— askorbat + GSSG

GSSG + NADPH + H* —R_, 2 GSH + NADP*



Rediikte formdaki GSH, H202 nin bozulmasi sirasinda oksitlenerek yiikseltgenmektedir.
Yiikseltgenen glutatiyon (GSSG) ise GR tarafindan indirgenmekte ve GSH/GSSG
dengesi korunmaktadir (Kocsy ve ark., 2003). Genellikle GSSG’nin yani metabolik
olarak aktif formda iken, protein, sistein ve homosisteini muhafaza ettigi varsayilir

(Rennenberg 1982).

Nieto-Sotelo ve Ho (1986) misirda (Zea mays L.) yaptiklar1 ¢alismada misir koklerini
degisen siirelerde 40°C’lik yiiksek sicaklik uygulamislardir. Yiiksek sicaklik
uygulamasi yapilan bitkilerde GSH miktarinin, yiiksek sicaklik uygulanmayan kontrol
bitkilerine gore iki kat daha fazla oldugu saptamislardir. Artan GSH sentezinin sicaklik
stresi kosullariyla basa ¢ikma kapasitesi ile iliskili olabilecegini bildirmislerdir.

Bezelye (Pisum sativum L.) bitkileri 42°C’lik yiiksek sicaklik uygulamasina maruz
birakilmigtir. Sicaklik uygulamasindan 30-60 dakika sonra GSH miktarinda artiglar

saptanmistir (Kurganova ve ark., 1999).

Yiiksek sicaklik stresinin, dona tolerant ve hassas bugday (Triticum aestivum L.)
genotiplerinde GSH sentezine etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada, bitkiler 15/10°C
(glindiiz/gece) sicaklikta yetistirildikten sonra bunlardan bir kismina 7 giin boyunca
37°C’lik yiiksek sicaklik uygulamistir. Yiiksek sicakligin dona hassas genotiplerde
tolerant olan genotiplere gore daha az zararlanma yaptigi ve GSH seviyelerinin de

sicaklik stresi sirasinda diistiigii tespit edilmistir (Kocsy ve ark. 2004).

Yiksek sicakliga tolerant ve hassas olan kamigsi yumak (Festuca arundinacea cv.
Barlexus) ve Ingiliz ¢imi (Lolium perenne cv. Accent) bitkileri 22/16 °C’lik
giindiiz/gece sicakliginda 14 giin yetistirildikten sonra, bu bitkilerin yaris1 sicaklik
alistirmast i¢in 3 giin boyunca 30°C’lik sicakliga maruz birakilmistir. Daha sonra bu
bitkilere ve alistirma yapilmayan diger bitkilere 14 saatlik 38, 42 ve 46°C’lik yliksek
sicaklik uygulanmigtir. Sicaklik stresi altinda AsA ve GSH miktarinin iki tiirde de
azaldig goriilmiistiir (Xu ve ark. 2006).
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Yin ve ark. (2008) zambaklarda (Lilium longiflorum L.) yaptiklar1 bir ¢alismada
bitkilere 10 saat boyunca 37, 42 ve 47°C’lik yiiksek sicakliklar uygulamistir. Kontrol
bitkileriyle kiyaslandiginda (20°C) iyon sizintisi ve MDA (Malondialdehyde)
konsantrasyonunun 37 ve 42°C’lerde hafif¢e arttigin1 ancak 47°C’de artisin belirgin hale
geldigini tespit etmiglerdir. 37 ve 42°C’lerde 10 saatlik uygulama sonucunda AsA ve
GSH konsantrasyonlarinin yliksek seviyelerde oldugunu belirlemiglerdir. Ancak,
47°C’de 10 saatlik uygulamadan sonra GSH konsantrasyonunun kontrolle ayni oldugu
AsA konsantrasyonunun ise O, ve H,0; artigina bagli olarak kontrole gore diistigiini

bildirmislerdir.

2.2.2. Antioksidan enzimler

Serbest radikaller ve diger aktif oksijen tiirevleri biyolojik redoks tepkimeleri sonucu
olugurlar (Smirnoff 2005). ROS’lar, enzimleri inhibe etmekte ve Onemli hiicre
bilesenleri lizerinde zararli etkileri bulunmaktadir (McKersie ve Lehsem 1994). Ayrica
proteinlerin oksidasyonunu ve karbonil gruplarinin kiimelenmelerini katalizler ve
bunlar1 proteazlar tarafindan parcalanmak {izere isaretlerler (Stadtman 1992). Toksik
oksijen tiirevlerinin liretimi stres kosullarinda oldukca artmaktadir. Bitkiler ve diger
organizmalar, zaman i¢inde bu problemle miicadele ederek c¢ok ¢esitli mekanizmalar
gelistirmislerdir (Foyer ve ark. 1994, Hodges ve ark. 1996, Alscher ve ark. 1997, Peet
ve Willits 1998, Noctor ve Foyer 1998, Sairam ve Tyagi 2004, Larkindale ve Huang
2005, Wahid ve Ghazanfar 2006, Wahid 2007) . Bu savunma mekanizmalarindan biri
antioksidan savunma sistemidir. Bitkilerdeki andioksidan savunma sistemi antioksidan

molekiil ve enzimlerden olusmaktadir (Alscher ve ark. 1997).

APX, bitkilerde ve alglerde bulunmakta ve substratin azaltilmasinda hiicre tarafindan
askorbik aside gore daha ¢ok tercih edilmektedir (Asada ve Takahashi 1987, Raven
2003). APX, vyiiksek bitkilerin kloroplastlarinda SOD tarafindan {iretilen H,0;’nin
ortadan kaldirilmasinda aktif olan 6nemli bir enzimdir (Asada 1992). APX tepkimeyi
asagidaki gibi katalizlemektedir (Foyer ve Halliwel 1976, Asada ve Takahashi 1987).

2 Askorbat + H,0, -2?X_4 2 Monodehidroaskorbat + H,O
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CAT’lar aerobik organizmalarda sik rastlanan enzimlerdendir. O, ve H,O, mitokondri
ve kloroplastlarda fotosentez ve solunum olaylarindaki elektron tagima sistemi sirasinda
olusurlar. Fotosentetik bitki hiicrelerinde yiiksek miktarlarda H»O, iiretimi
gerceklesmektedir. Kloroplastlarda H,O, miktarinin 80-160 pM st oldugu tahmin
edilmektedir (Asada 1992). CAT’lar H,O,’yi oksijen ve suya doniistiirmektedir.

2H,0, AT L2 H,0+ 0,

GSH, disiilfit indirgeyici olarak enzimlerin tiyol gruplarin1 korur, askorbati yeniler ve
O, ve OH radikalleriyle reaksiyona girer. Bazi tepkimelerde GSH, glutatiyon disiilfite
(GSSG) oksitlenir. GSH, NADPH’a bagli reaksiyon olarak GR tarafindan yenilenir
(Arora ve ark. 2002).

Dehidro-askorbat + 2 GSH —— Askorbat + GSSG

GSSG + NADPH —S*_,. 2 GSH + NADP

PRX’ler, H20,’yi kullanarak fenoller ve hidrokinonlar gibi ¢ok sayida aromatik
bilesenlerin dehidrojenasyonunu katalizleyen enzimlerdir (Bergmeyer ve Grabl 1983).
Coklu molekiiler formlara ve genis bir hiicre alti dagilimima sahip olan PRX’ler,
bitkilerde yiiksek oranlarda bulunmaktadir. PRX’ler, elverigsiz dig faktorler altinda
iretilen zararli oksijen radikallerinin seviyesini diizenleyerek SOD ve CAT larla birlikte
bitki hiicresinin koruyucu enzim kompleksinin parcasint olustururlar (Bakardjieva ve

Christov 1996). PRX’ler HyO, nin par¢alanmasini agagidaki sekilde katalizler.

AH, + H,0, X5 A+2H,0
Bitkilerde bu reaksiyonlar sonucu, PRX’ler hiicre i¢in toksik olan H»O;’nin kontroliinii
saglayarak hiicre duvarinin yapisina katilmasini saglar. Asidik PRX’lerin hiicre duvari

ve lignin olusumundan, bazik PRX’lerin ise diger PRX’ler i¢in H,O, olusumundan

sorumlu oldugu diistintilmektedir (Walter 1992). PRX’lerin ¢ok c¢esitli izoelektrik
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noktalarina sahip ve pek c¢ok islevleri bulunan spesifik aktivite, substrat ilgisi,
kofaktorler, inhibitorlere hassasiyet ve optimum pH gibi biyokimyasal 6zellikleri farkli
olan ¢ok sayida izoenzimleri bulunur (Huystee 1987, Odabasoglu 1998). Giilen ve Eris
(2004) tarafindan yapilan bir ¢alismada sicaklik stresi kosullarinda ¢ilek yapraklarinda
ligninlesme ve hiicre zar1 zararlanmasinin onarimindan sorumlu bazik bir izoperoksidaz
band1 (Rf=0,22) saptanmistir. 15 farkli zeytin ¢esidinde yapilan bir ¢alismada ise, soguk
stresine toleranstan sorumlu, farkli bant yogunluklarina sahip asidik PRX bantlarin
varhigi tespit edilmistir (Cansev ve ark., 2005). Fiziksel, kimyasal ve biyolojik stresin
degisikligine tepki olarak bitkilerde PRX’lerin aktivitesinin arttig1 bildirilmistir (Kim ve
ark., 2000).

Patates (Solanum tuberosum L.) bitkilerine in vitro’da bes hafta boyunca 35°C yiiksek
sicaklik uygulanmistir. Yiiksek sicaklik uygulamasi ile birlikte kontrol bitkilerine gore
CAT aktivitesi azalirken, H,O, miktar1 daha yiiksek bulunmustur (Lopez-Delgado ve
ark. 1998).

Bezelye (Pisum sativum L.) bitkileri 42°C’lik yiiksek sicaklik uygulamasina maruz
birakilmistir. 30-60 dakikalik sicaklik uygulamasindan sonra bitkilerin SOD ve GR

aktivitesinde artis oldugu saptanmistir (Kurganova ve ark., 1999).

Sicakliga tolerant (L-93) ve hassas (Penncross) iki ¢im bitkisi (Agrostis palustris Huds.)
56 giin boyunca 22/16°C (kontrol) ve 35/25°C’de (yiiksek sicaklik) (giindiiz/gece)
yetistirilmislerdir. Yiiksek sicaklik stresinde SOD aktivitesinin Penccross’ta L-93’e gore
daha az oldugu bulunmustur. CAT aktivitesinin iki ¢esitte de 14, 28, 42 ve 56. giinlerde
giderek belirgin bir sekilde azaldig1 ve Penccross’ta L-93’e gbre daha diisiik oldugu
tespit edilmistir. PRX aktivitesinin ise 14 ile 56. giinler arasinda arttig1 ve Penccross’ta

aktivitenin daha yogun oldugu belirlenmistir (Liu ve Huang 2000).
Bugdayda (Triticum aestivum L.) {i¢ farkli genotipte yapilan bir arastirmada (C 306, HD

2285 ve HD 2329) ge¢ ekimle birlikte artan sicakliklar biitiin genotiplerde AsA

miktarinin diismesine ve H,O, miktarinin artmasina neden olmustur. SOD ve CAT
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aktivitesi HD 2285°te en yiiksek, HD 2329°da en diisiik bulunurken, PRX aktivitesinin
en yiiksek oldugu genotip C 306 olarak tespit edilmistir (Sairam ve ark. 2000).

Uzun cayirotu (Festuca arundinaca L.) ve mavi ¢imde (Poa pratensis L.) bitkiler
35/30°C’lik (glindiiz/gece) yiiksek sicakliklara maruz birakilmig, kontrol bitkileri ise
20/15°C’lik (giindiiz/gece) sicaklikta yetistirilmislerdir. Yiiksek sicaklik kosullarinda
her iki ¢im tiiriinde de SOD aktivitesi artarken, CAT, APX ve GR aktiviteleri azalmistir
(Jiang ve Huang 2001).

Chaitanya ve ark. (2001) dutta (Morus alba L.) ti¢ farkli gesitte (cv. K-2, MR-2 ve BC2-
59) yapmis olduklar1 bir ¢alismada 120, 240 ve 360 dakika boyunca bitkilere uygulanan
40°C’lik yiiksek sicaklik sonucunda SOD, CAT, APX ve GR enzim aktivitesinin
sicaklik artigina bagl olarak arttigini ortaya koymuslardir.

Biberde (Capsicum annuum L.) yapilan ¢alismada bitkiler 24/20°C (giindiiz/gece)
sicaklikta yetistirilmiglerdir. Daha sonra bitkiler 24 saat boyunca, 38/30°C
(glindiiz/gece)’ye alinarak yiiksek sicakliklara alistirilmiglardir. 8 haftalik bitkilere 15°er
dakika 24, 48 ve 54°C’lik sicakliklar uygulanmistir. Bu uygulamalar sonucunda
bitkilerde yapilan analizlerde, CAT aktivitesinin azaldigi, APX aktivitesinin ise
sicaklikla birlikte Once arttigi daha sonra azaldigi, H,O, miktarinin ise sicaklik

uygulamalarindan etkilenmedigi saptanmistir (Anderson 2002).

Rivero ve ark. (2003) domates (Lycopersicon esculentum L. cv. RX-335) ve karpuz
(Citrullus lanatus Mansf. c.v. F-90) bitkilerini 10, 25 ve 30°C’lik sicakliklarda 30 giin
boyunca yetistirmislerdir. Domateste H,O, miktar1 25°C’de en diisiik, 35°C’de ise en
yiiksek diizeylerde bulunurken, karpuzda ise sicaklik arttikga miktar azalmistir. CAT
aktivitesi her iki tiirde de 25°C’de en yiiksek, 35°C’de ise en diisiik bulunmustur.

Giilen ve Eris (2004) ‘Camarosa’ ¢ilek (Fragaria x ananassa) gesidinde yaptiklari
caligmada kademeli ve sok yiikksek sicaklik stresinin PRX aktivitesi ve yaprak
proteinleri {izerine etkisinin belirgin oldugunu saptamislardir. Yiiksek sicaklik

uygulamasina bagli olarak PRX aktivitesinin arttii, ancak toplam protein igeriginin
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azaldig1 belirlenmistir. Kademeli yiiksek sicaklik stresine maruz kalan bitkiler, sok

yiiksek sicaklik stresine gore daha fazla PRX aktivitesi gdstermistir.

Yiiksek sicaklik stresinin, dona tolerant ve hassas bugday (Triticum aestivum L.)
genotiplerinde glutatiyon sentezine etkilerinin aragtirildigi bir caligmada, bitkiler
15/10°C (giindiiz/gece) sicaklikta yetistirildikten sonra bunlarin bir kismma 7 giin
boyunca 37°C’lik yiiksek sicaklik uygulanmustir. Yiiksek sicakligin dona hassas
genotiplerde tolerant olan genotiplere gore daha az zararlanma yaptigi ve GR
aktivitesinin dona hassas genotiplerde tolerant olanlara gore daha yiiksek oldugu

belirlenmistir (Kocsy ve ark. 2004).

Bugday genotiplerinde (PBW 343, PBW 175, HDR-77, HD285 ve HD 2865) yiiksek
sicaklik stresinin antioksidan enzim aktivitesine etkileri aragtirilmistir. Bitkilerde farkli
sicaklik rejimleri olusturmak amaciyla farkli zamanlarda ekim yapilmistir (normal:
kasim, geg: aralik ve ¢ok gec: ocak). APX aktivitesinin ge¢ ve ¢ok gec¢ ekimlerde biitiin
cesitlerde ve bitki gelisme donemlerinin biitlin asamalarinda belirgin bir artig

gosterdigini tespit etmislerdir (Almeselmani ve ark. 2006).

Sicaklik stresine farkli hassasiyetteki iki saz (Phragmites communis Trin.) ekotipinin
(kum saz1 [DR] ve bataklik sazi [SR]) kalluslarinda yapilan bir ¢aligmada, sicaklik
stresine kars1 bitkilerin uyum saglamalar1 konusu arastirtlmistir. Olgun tohumlardan
elde edilen embriyogenik kalluslar 4 aylik bir alt kiiltiir doneminden sonra Murashige
ve Skoog ortamina alinmiglardir. Daha sonra 2 saat boyunca 45°C’lik sicakliga maruz
birakilan (kontrol 25°C) kalluslarda iyon sizintis1 miktarlart DR’de daha az, SR’da daha
fazla olarak belirlenmistir. Yiiksek sicaklik stresinde DR kalluslarinda APX, SOD ve
CAT aktivitesi daha yiiksek bulunurken, SR kalluslarinda daha disiik bulunmustur.
PRX aktivitesi de DR’de artarken SR’de azalmistir (Song ve ark. 2006).

Guo ve ark. (2006) Satsuma mandarini (Citrus unshiu Marc.) ve Navel portakalinda
(Citrus sinensis Osbeck) yaptiklar1 arastirmada, bitkileri 25°C’de kontrollii kosullarda
yetistirdikten sonra bunlardan bir kismin1 alarak 15 giin boyunca 38°C yiiksek sicaklik
kosullarinda yetistirmislerdir. Daha sonra bitkiler 10 giin boyunca tekrar 25°C’ye
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alinarak geri kazanimlari (recovery) saglanmustir. Yiiksek sicaklik kosullarinda O,
tiretimi ve H;O, konsantrasyonu artmis ancak, bu artis geri kazanim kosullarinda
ortadan kaybolmustur. Antioksidan enzimlerden SOD, CAT, APX ve dehidroaskorbat
rediiktaz (DHAR) aktiviteleri yiiksek sicaklik kosullarinda 6zellikle 15. giinde satsuma
mandarinlerinde Navel portakalina gore daha yiliksek bulunmustur. SOD aktivitesi de

yiiksek sicaklikla artmasina ragmen tiirler arasinda farklilik bulunamamastir.

Yiiksek sicakliga tolerant ve hassas olan ¢ayirotu (Festuca arundinacea cv. Barlexas) ve
karagayir (Lolium perenne cv. Accent) bitkileri 22/16 °C’lik (giindiiz/gece) sicaklikta 14
giin yetistirildikten sonra, bu bitkilerin yarisi sicaklik aligtirmasi i¢in 3 giin boyunca
30°C’lik sicakliga maruz birakilmistir. Daha sonra bu bitkiler ve aligtirma yapilmayan
diger bitkilere 14 saatlik 38, 42 ve 46°C’lik yiiksek sicaklik uygulanmistir. Her iki bitki
tirinde ROS’lardan H,O, ve O, ’in sicaklik artisiyla birlikte arttigi gozlenmistir.
Cayrrotu bitkisinde ROS’larin birikiminin karagayir bitkisine gore daha fazla oldugu
gbzlenmistir, bununla birlikte HyO, miktarimin iki tlirde de sicaklik alistirmasi

yapilanlarda yapilmayanlara gére daha diisiik oldugu belirlenmistir (Xu ve ark. 2006).

Zambaklarda (Lilium longiflorum L.) yapilan bir ¢alismada bitkiler 10 saat boyunca 37,
42 ve 47°C’lik sicakliklara maruz birakilmiglardir. Kontrol (20°C) bitkileriyle
kiyaslandiginda iyon sizintis1 ve MDA miktarinin 37 ve 42°C’lerde hafifge arttig1 ancak
47°C’de artisin belirgin hale geldigi tespit edilmistir. 37 ve 42°C’lerde 10 saatlik
uygulama sonucunda SOD, APX, CAT, PRX ve GR gibi bazi antioksidan enzim
aktivitelerinin uyarildigr ve AsA ve glutatiyon GSH konsantrasyonlarinin da yiiksek
seviyelerde oldugu belirlenmistir. Ancak, 47°C’del0 saatlik uygulamadan sonra SOD,
APX, GR aktivitesinin ve GSH konsantrasyonunun kontrolle ayni oldugu; PRX ve CAT
aktivitesi ile AsA konsantrasyonunun ise O, ve H,0; artisina bagh olarak kontrole

gore diistiigli goriilmiistiir (Yin ve ark. 2008).

He ve Huang (2010), mavi ¢imde yaptiklart ¢alismada (Poa pratensis) ‘Eagleton’
(tolerant) ve ‘Brilliant’ (hassas) ¢esitlerine ait bitkilere iklim kabininde 28 giin boyunca
20 °C (kontrol) ve 40 °C sicaklik uygulamislardir. 28. giin sonunda 40°C’de SOD
aktivitesinin Eagleton ¢esidinde Brilliant ¢esidine gore belirgin bir sekilde daha yiiksek
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oldugunu, ancak CAT aktivitesinin ise Brilliant’ta artarken, Eagleton’da degismedigini

belirlemiglerdir.

Pamuk bitkileri (Gossypium hirsutum L.) 2 saat boyunca 30°C (kontrol)’de tutulduktan
sonra sicaklik kademeli olarak (her 10 dakikada bir 1°C) arttirilarak 38°C (orta
sicaklik)’ye getirilmis ve bu sicaklikta da bitkiler 2 saat tutulmustur. Daha sonra 1 saat
45 dakikalik siire igerisinde sicaklik yine kademeli olarak arttirillarak 45°C (yliksek
sicaklik)’ye getirilmis ve bitkiler bu sicakliga da 2 saat boyunca maruz birakilmistir.
Uygulamalar sonucunda CAT aktivitesinin 45°C’de, PRX aktivitesinin 38°C’de ve
APX aktivitesinin ise 38 ve 45°C’de arttig1 tespit edilmistir (Giir ve ark., 2010).

Yiiksek sicakliga hassas (PBW343) ve tolerant (C306) iki bugday ( Triticum aestivum
L.) ¢esidinin tohumlar1 22°C’de ¢imlendirildikten sonra, 7 giinliik fidelere 2’ser saatlik
22, 30, 35 ve 40 °C’lik yiiksek sicakliklar uygulanmistir. Her iki g¢esitte de sicaklik
sokuna tepki olarak bir¢ok yeni proteinin ifade oldugu belirlenmistir. Ayn1 zamanda
C306°’da sekiz, PBW343’te iki farkli APX izoenzim aktivitesi saptanmistir (Kumar ve
ark., 2011).

Tibbi bitki olan Scutellaria baicalensis fideleri 25 ve 40°C’lik sicakliklarda
biiyiitiilmiislerdir. 24 giin sonra 40°C’de SOD aktivitesinin, 24 ve 26. giinlerin sonunda
da CAT aktivitesinin 40°C’de kontrole gore diistiigii tespit edilmistir. PRX aktivitesinin
de 40°C’de 24 gilin sonunda diistiigli, ancak bitkiler normal sicaklik kosullarina

getirildiginde aktivitenin tekrar arttig1 gézlenmistir (Yuan ve ark., 2011).

Bugday ( Triticum aestivum L.) bitkilerine sicaklik her 10 dakikada 1°C arttirilarak
2’ser saat 30, 35 ve 40°C’lik yiiksek sicakliklar uygulanmistir. Uygulama sonucunda en
yiiksek SOD ve CAT aktivitesi  sirasiyla 35 ve 40 °C’lik yiiksek sicaklik

uygulamalarinda gozlenmistir (Kumar ve ark., 2012).
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2.3. Yiiksek Sicaklik Stresinde Protein Metabolizmasi

Prolinin hiicrede koruyucu gorevleri olup, osmotik dengenin ayarlanmasinda, hiicre alt1
yapilarin korunmas ile serbest radikallerin uzaklastiriimasinda enzim ve zar butiinligii
tizerine olumlu etkileri bulunmakta ve dolaysiyla bir aminoasit olarak strese toleransta
onemli rolii bulunmaktadir (Srinavas ve Balasubramanian 1995, Mani ve ark. 2002,
Ashraf ve Foolad 2007). Stres kosullarinda yetistirilen bitkilerde yiiksek miktarlarda

prolin sentezlenmektedir (Holmstrom ve ark. 1996, Oztiirk ve Demir 2002).

Stres kosullarinda pek ¢ok bitki tiiriinde prolin birikimi stres toleransiyla alakali oldugu
ve genellikle birikimin strese tolerant olan bitkilerde hassas olanlara kars1 daha fazla
oldugu bildirilmekle beraber bazi ¢alismalar stres kosullarindaki konsantrasyon artiginin
bir lriin oldugunu ve strese adaptasyonla ilgisi olmadigini belirtmektedir (Ashraf ve
Foolad 2007). Prolinle ilgili ¢alismalar ozellikle tuz ve kuraklik stresi iizerine
yogunlagsmustir. Ornegin, Agrostis stolonifera’nm tuza tolerant ekotiplerinde prolin
birikiminin tuza hassas ekotiplerine gore daha fazla oldugu, benzer sekilde hardalda
(Brassica juncea) yapilan in vitro ¢alismada tuza adapte olan kalluslarda tuz stresi
uygulanmayan kalluslara gore daha fazla serbest prolin birikimi oldugu bildirilmistir
(Ahmad ve ark. 1981, Madan ve ark. 1995). Kuraklik stresine maruz birakilan piring
bitkilerinde yapraklarda prolin birikiminin artti1 tespit edilmistir (Hsu ve ark. 2003).
Yiiksek sicaklikla ilgili olarak Chaitanya ve ark. (2001) dutta (Morus alba) yaptiklart
arastirmada yapraklarda yiliksek sicaklikla birlikte prolin birikiminin kontrol kosullarina

gore 1,5 kez arttigini bildirmislerdir.

Yiiksek sicakliga adaptasyon konusunda ileri siiriilen hipotezlerden biri de, protein
tesviki  ve farklilasmis protein fonksiyonunu kapsayan bazi adaptasyon
mekanizmalarinin varligidir (Teeri 1980). Bitkiler optimumun disinda kalan sicakliklara
maruz kaldiklarinda, normal hiicresel proteinler azalmakta ve HSP’lerin sentezi
artmaktadir (Vierling 1991, Parsell ve Lindquist 1993, Giilen ve Eris 2004). Bitkiler
yiiksek sicakliklara maruz kaldiktan ve sinyallerin algilanmasindan hemen sonra,
molekiiler diizeyde degisiklikler meydana gelir, gen ifadesi degistirilerek stres tolerans

stratejisi olarak stresle iliskili proteinlerin sentezi gerceklestirilir (Iba 2002). Bu

18



baglamda HSP sentezi, bitkilerin stresle basa ¢ikma yollarinda 6nemli bir rol
oynamaktadir. Gegtigimiz yillarda HSP’lerin biyokimyasal fonksiyonlar1 hakkinda
bircok detay ortaya cikarilmistir (Baniwal ve ark. 2004). Molekiiler agirliklar1 10 ila
200 kDa arasinda degisen HSP’lerin, saperon benzeri fonksiyonlari bulunmaktadir
(Schoffl ve ark. 1999, Lee ve Vierling 2000). Optimum veya kotii gelisme kosullarinda
hiicresel dengenin saglanmasinda, molekiiler saperonlar anahtar bilesenlerdir. Bunlar
proteinlerin katlanmasindan, hiicre i¢i dagilimlarindan, alt iinitelerinin bir araya
getirilmesinden, normal hiicresel siiregte translokasyon ve yikimlarindan; ayrica, stres
kosullar1 altinda protein ve zarlarin dengelenmesinden ve proteinlerin tekrar
katlanmasindan sorumludurlar. Molekiiler saperonlarin bir¢ogu stres proteinleridir ve
bunlar HSP’ler olarak tanimlanmislardir (Lindquist 1986, Lindquist ve Craig 1988,
Forreiter ve Nover 1998, Ellis 2000). Okaryotlar tarafindan sentezlenen HSP’ler alt1 ana
grupta toplanmaktadir. Bunlar; HSP 100, HSP 90, HSP 70, HSP 60, yaklasik 17-30 kDa
molekiiler agirligindaki kiiciik HSP’ler (sHSP) ve ubiquitinden (8,5 kDa) olusan protein
aileleridir (Lindquist 1986, Waters ve ark. 1996, Vierling 1997). HSP 100 ailesindeki
proteinler genellikle proteinlerin denatiirasyonu sonucu toplanarak ¢dkmelerinin
engellenmesinden sorumludurlar (Wang ve ark. 2004). Arabidopsis’te sicaklik stres
toleransinda HSP 104’tin 6nemli rol oynadigi bildirilmistir (Burkee 2001). HSP 90
ailesinin baglica gorevi protein katlanmasini yonetmektir, fakat ayrica sinyal iletim
aginda, hiicre dongiisii kontroliinde, proteinlerin yikiminda da gorev alirlar. HSP 90’lar
birgok organizmada sentezlenmelerine ragmen miktarlar1 sicaklik stresinde artmaktadir
(Wang ve ark. 2004). HSP 70’lerin sentezi sicaklik sokunda artmakla birlikte stressiz
kosullarda da temel gorevleri bulunmaktadir. HSP 70’ler ATP’yi ve katlanmamis veya
kismen denatiire olmus proteinleri baglarlar (Hartl ve ark., 1992). HSP 60’lar yaklasik
60 kDa agirligindaki saperonlardir ve protein katlanmasina ve alt {initelerinin
baglanmasina yardimci olurlar (Nover ve ark. 1989). Bitkilerin somatik dokularinda
bulunan 17-30 kDa’luk bitkilere 6zgii sHSP’ler HSP’lerin en yaygin bulunan
gruplarindandir. sHSP’lerin bollugu ve heterojenligi bunlarin essiz  fizyolojik

fonksiyonlara sahip olabilecegini diisiindiirmektedir (Vierling ve Nguyen 1992).

Lin ve ark. (1984) yaptiklar1 ¢alismada, soya fasulyesi (Glycine max) fidelerini 28°C’lik
kontrol sicakliginda yetistirdikten sonra 40°C’lik yiiksek sicaklik uyguladiklarinda
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bitkilerde normal protein sentezinin azaldigini, buna karsilik HSP sentezinin arttigin

bildirmislerdir.

Tahillarda yapilan ¢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 ve ark. 1987).

Bezelyede (Pisum sativum) yapilan ¢alismada 34, 36, 38 ve 40°C’lik yiiksek sicakliklar
uygulanmistir. Sicaklik derecesi arttikca yapraklarda HSP 21 ve HSP 70 proteinin
arttigl saptanmistir. Daha sonra bitkiler kontrol sicakliklarina alindiklarinda, bu
proteinler 50 saatlik yarilanma 6mriinden sonra yok olmuslardir. Yarilanma dmiirlerinin
bu kadar uzun siireli olmasi bu proteinlerin geri kazanim siirecinde de 6nemli rolleri

olabilecegini gostermektedir (Chen ve ark. 1990).

Misirda (Zea mays L.) 42°C’de 4 saatlik yliksek sicaklik uygulamasindan sonra HSP7 0
proteininin sentezinde bir artis olmadigi, buna karsiik HSP 22 proteininin sentezinde

onemli derecede bir artis oldugu bildirilmistir (Lund ve ark 1998).

Domateste (Lycopersicon esculentum Mill. cv UC82B) yapilan bir ¢aligmada 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, kloroplastlarda kiiciik molekiil agirlikli HSP’lerinin sentezini

arttirdig1 belirlenmistir (Heckathorn ve ark. 1998).

Keeler ve ark. (2000) lima fasulyesine (Phaseolus lunatus) yaptiklari g¢alismada
37°C’lik yiiksek sicakliga maruz kalan bitkilerde HSP 100/ClpB protein sentezinin
artigin1  belirlemislerdir. HSP’lerin zar proteinlerinin stabilitesini arttirarak zar
biitlinliigiinii korudugu, bu sekilde stres sirasinda iyon sizintis1 miktarin1 da azalttigi

diisiintilmektedir (Swan 1997, Keeler 2000).
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Kumar ve ark. (2003)’nin yaptig1 arastirmada aygigegi (Helianthus annuus L.)
bitkilerine degisen stirelerle (1, 2 ve 3 saat) 49, 50, 51 ve 52°C’lik yiiksek sicakliklar
uygulamiglardir. Sicaklik uygulamalar1 sonucunda bitkilerde HSP 90 ve HSP 104

proteinlerinin yiiksek miktarlarda sentezlendigini tespit etmislerdir.

Uzun siireli yiiksek sicaklik uygulamalarinin ¢ilekteki (Fragaria x ananassa cv.
Camarosa) etkisinin arastirildig1 ¢alismada, fidelere 30, 35, 40 ve 45°C’lik kademeli ve
sok yiiksek sicaklik stresi 48 saat siiresince uygulanmistir. Toplam protein ve DNA
icerikleri sicaklik stresi uygulamalar ve sicaklik artigi ile dnemli degisiklik gostermistir.
Kademeli yiiksek sicaklik uygulamasindaki bitkilerin sok yiiksek sicaklik uygulamasina
gore sicaklik stres toleransinda artis belirlenmistir, bunun sebebinin de muhtemelen
kademeli sicaklik uygulamasindaki sicaklik stresiyle ilgili bazi proteinlerin

sentezlenmesinden kaynaklanabilecegi bildirilmistir (Giilen ve Eris 2003).

Ledesma ve ark. (2004) ‘Nyoho’ ve ‘Toyonaka’ ¢ilek (Fragaria x ananassa Duch.)
cesitlerine 4 saatlik 20, 23 ve 42°C’lik sicakliklar uygulamislar ve yaprak ve ¢iceklerin
protein yapilarini incelemislerdir. Yapilan bu ¢alismada yaprak ve ¢igek dokularinda her
iki ¢esitte de sicaklik stresiyle birlikte pek ¢ok protein iceriginin azaldigi, buna karsilik
sicaklik stresine tepki olarak bazi yeni proteinlerin ortaya ciktigr saptanmistir. Bu
proteinlerin yapraklarda 19-29 kDa araliginda ¢igeklerde ise 16-26 kDa araliginda
HSP’ler oldugu tespit edilmistir. Her iki c¢esitte de PeaHSP17.7 antikoru kullanilarak,
yapraklarda yaklasik 26 kDa’luk ve ciceklerde ise yaklasik 16 kDa ve 17 kDa’luk iki
bant tespit edilmis ve sicaklik stresinin c¢ilekte HSP sentezine etkilerinin cesitlere ve

bitki organlaria gore farklilik gosterebilecegini belirmislerdir.

Bugdayda (Triticum aestivum L.) tolerant (HD2285) ve hassas (WH542) ¢esitlerde
yapilan calismada bitkiler 2’ser saat 15, 25, 35 ve 45°C’lik sicakliklara maruz
birakilmislardir. HD2285 c¢esidinin HSP 100 igerigi biitiin sicaklik derecelerinde
WH542 cesidine gore daha yiiksek bulunmustur bununla birlikte her iki ¢esitte de HSP

100 igeriginde sicaklik derecelerine gore artis saptanamamistir (Sumesh ve ark. 2008).
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu arastirma, 2009-2012 yillar1 arasinda Uludag Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge
Bitkileri Béliimii’niin Ortiialti Arastirma ve Uygulama Unitesi ve Molekiiler Biyoloji

Laboratuvari’nda yiiriitiilmistiir.

3.1. Materyal

Arastirmada yiiksek sicakliga hassas ve tolerant olduklar1 6nceki ¢alismalarla belirlenen
Cal Giant3 (CG3) ve Redlands Hope (R. Hope) gesitleri kullanilmigtir (Kesici 2009).

Bu cesitlerin 6zellikleri kisaca soyledir:

CG3: Kaliforniya’da gelistirilen kisa giin ¢esididir ve bircok uluslar arasi lokasyona
uyum saglamistir. Meyveler diizgiin konik sekilli ve parlaktir. Meyve verim siiresi
ilkbahar, yaz ve sonbahar aylarina kadar uzanir. Soguk havalarda bile tozlasma
saglanabilmektedir. Verticillium solgunlugu, Phytophtora ciiriikliigii ve antraknoza
dayaniklidir (Okie 2004).

R. Hope: Orijini Avustralya’dir. Kisa giin ¢esididir ve erkencidir. Yazlik dikime
uygundur. Meyveleri konik sekilli, orta parlaklikta, kirmiz1 portakal renktedir meyve eti
serttir. Akdeniz, Ege, Karadeniz ve Marmara Bolgesi’nde yetistiriciligi onerilmektedir
(Ozdemir ve ark. 2007).

CG3
Sekil 3.1. Cilek ¢esitlerine ait bitkilerin genel gériiniimii

22



Cesitlere ait frigo fideler alinarak serada perlit, torf ve elenmis bahge topragi karigimi
(1:1:1) iceren ortama 14x12 cm ¢apindaki saksilara dikilmistir. Bitkilerin diizenli olarak
bakimlar1 yapilmis ve haftada bir Actagro Seven ( 7:7:7 ) (Actagro LLC, Biola, CA,
USA) ticari giibresi ile giibrelenmistir. Bitkilerin yetistirildigi ortamda giindiiz/gece
sicakligr 30/15°C, ortalama oransal nem % 65 ve ortalama giineslenme siddeti 405

cal/cm? olarak 6l¢iilmiistiir.

3.2. Yontem

3.2.1. Yiiksek Sicaklik Uygulamalar:

Dikimden yaklagik iki ay sonra bitkiler 5-6 ger¢ek yaprakli asamada iken, gesit
ozelligini temsil eden ve gelisimini tamamlamis yaprak Ornekleri alinarak zaman
kaybetmeden buz kutusu icerisinde laboratuvara getirilmistir. Laboratuvara getirilen
yaprak ornekleri kapakli polikarbonat tiipler (Corning tiip) igerisine yerlestirildikten
sonra sicak su banyosuna konulmustur. Sicaklik kademeli olarak her 10 dakikada 1°C
arttirilarak 35, 40, 43, 46, 49, 52, 55 ve 60 °C’ye kadar yiikseltilmis ve Ornekler her
sicaklik kademesinde iki saat tutulmustur (Hong ve ark., 2009). Ayni zamanda sok
yiiksek sicaklik etkisi de yaratmak amaciyla, seradan getirilen yeni yaprak ornekleri,
belirlenen her sicaklik kademesinde yine 2 saat siireyle yliksek sicaklifa maruz
birakilmigtir. Yiiksek sicakliga maruz kalma siiresini tamamlayarak su banyosundan
cikarllan yaprak Orneklerinin bir kismi hiicre zari zararlanmasmin tespitinde
kullanilirken diger kismi ise sivi azot igerisinde dondurularak molekiiler analizler igin
-80°C’de derin dondurucuda muhafaza edilmistir. Yiiksek sicaklik uygulamalari ti¢ kez

tekrar edilmistir.

3.2.2. Hiicre Zan1 Zararinin Belirlenmesi

Yiiksek sicaklik uygulamalart sonucu olusan hiicre zar1 zararimi tespit edebilmek
amaciyla “iyon sizintist” (electrolyte leakage) testleri, Arora ve ark. (1998)’nin

yonteminde bazi degisiklikler yapilarak (Giilen ve Eris 2004) uygulanmistir. Bu amagla,

yiiksek sicakliga maruz kalma siiresini tamamlayan Ornekler su banyosundan
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cikarildiktan sonra iyon sizintisi testi uygulanmistir. Bu amagla kontrol grubu ve yiiksek
sicaklik uygulamasi yapilmis yapraklardan 3 tekerriirlii olarak 2 c¢cm c¢apinda diskler
alinmistir. Bu diskler saf su ile yikanip kurulandiktan sonra deney tiiplerine alinmis ve
tizerlerine 20 ml saf su eklenmistir. Hazirlanan 6rnekler 250 rpm hizindaki ¢alkalayicida
oda sicakliginda 4 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir. Meydana gelen iyon
sizintisin1 belirlemek amaciyla ilk okumalar EC metre (WTW TetraCon 325 model,
InoLab Cond Level 1, Weilheim, Germany) ile yapilmistir, daha sonra tiipler dokularin
tamamen Olmesi amaciyla 15 dakika 121°C’de otoklavlanmis ve Ornekler oda
sicakligia geldikten sonra iyon sizintis1 6l¢iimii tekrarlanmustir. fyon sizintis1 lgiimleri
her iki uygulamada da (kademeli ve sok sicaklik uygulamalari) ii¢ tekrarlamali olarak

yapilmistir. Hiicre zar1 zararlanmasi asagidaki formiillerle hesaplanmastir:

% Iyon Sizintis1 = (0.Dy/ 0.D,) x 100

0.D; = 1. Okuma degeri
0.D; = 2.0kuma degeri

% Zararlanma = [ (% Iyon s1z. (U) - %lyon s1z. (K) ) /100 - % Iyon siz. (K)] x 100

U= Uygulama
K= Kontrol

Bu yontemle gesitlerin hiicre zar1 zararlanmalari yiizde (%) olarak belirlenmistir.

3.2.3. Aktif Oksijen Tiirlerinin Belirlenmesi

Calismada aktif oksijen tiirlerinden H,O; miktar1 dlglimleri yapilmistir. Analizlerde
Ngo ve Lenhoff (1980) yontemi takip edilmistir. Buna gore her bir uygulamadan 500
mg yaprak Ornegi alinarak 0,2 N HCIO4 ¢ozeltisi igerisinde homojenize edilmistir,
Homojenize edilen ornekler 10 000 g’de 20 dakika santrifiij edilmistir. Tim
ekstraksiyon asamalari 4°C’de gerceklestirilmistir. Santrifiij sonrasinda orneklerin st

faz1 alinarak temiz plastik tiiplere alinmis ve pH’lar1 7,5’e ayarlanarak tekrar 1 000 g’de

24



1 dak. santrifiij edilmislerdir. Santrifiij edilen 6rneklerin {ist fazindan 400 pl alinmig ve
tizerine 1,6 ml saf su eklenerek Ion Exchange Chromatography kolonlarindan

gecirilmiglerdir. Daha sonra 590 nm’de spektrofotmetrik dlgiimler gerceklestirilmistir.
3.2.4. Enzimatik Olmayan Antioksidan Analizleri

Enzimatik olmayan antioksidanlardan AsA ve GSH miktarlar1 6l¢iilmistiir.

3.2.4.1. Askorbik asit miktarinin belirlenmesi

AsA miktar1 Law ve ark. (1983)’na gore belirlenmistir. Yontemin esasi, ortama ilave
edilen Fe™’iin AsA ile Fe*?ye indirgenmesi ve Fe"?’nin bipiridin ile komplekslenerek
olusan kirmizi rengin 525 nm’de dlgiimiine dayanmaktadir. -80°C’de saklanan yaprak
orneklerinden 1 g alinarak, 10 ml %5’lik metafosforik asitle homojenize edilmistir.
Homojenize edilen 6rnekler, santrifiij tiiplerine alinarak 22 000 g’de oda sicakliginda 15
dakika santriflij edilmistir. Santrifiijden sonra toplam AsA’i belirlemek i¢in, iistteki sivi
fazdan 0,2 ml alinmis, tizerine 5 mM EDTA igeren 0,5 ml 150 mM’lik sodyum fosfat
tamponu (pH 7,4), 0,1 ml 10 mM DTT (1,4 dithiotreitol) eklenmis ve karigtirildiktan
sonra 15 dakika oda sicaklhiginda inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda ortamdan DTT’yi
uzaklastirmak igin bu ¢ozeltilerin tizerine 0,1 ml % 0,5’lik (agirhk/hacim) NEM (N-
ethylmaleimide) ilave edilmistir. AsA miktarina baglh renk olusumunun gergeklesmesi
i¢in, reaksiyon ortamina sirasiyla 0,4 ml % 10’luk TCA (trichloroacetic acid), 0,4 ml %
44°1iik orto-fosforik asit, 0,4 ml % 70’lik etanolde ¢6ziindiiriilmiis % 4’1tk 2,2'-bipiridil
ve 0,2 ml % 3’liik FeCls ilave edilmistir. Indirgenmis AsA’i, belirlemek igin ortama
yukarida belirtilen kimyasallardan sadece DTT ve NEM ilave edilmemis ve diger
islemler toplam AsA analizinde oldugu gibi yapilmistir. 0-100 pg/ml araliginda, L(+)
askorbik asit kullanilarak hazirlanan standartlara da ayni islemler uygulanmistir. Daha
sonra toplam ve indirgenmis AsA Olgiimleri i¢in hazirlanan 6rnekler ve standartlar renk
gelisimi  igcin +40 °C’de 40 dakika inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda

spektrofotometrede 525 nm’de okumalar yapilmistir.
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3.2.4.2. Glutatiyon miktarimnin belirlenmesi

Ellman (1959) yontemi temel alinarak bazi degisikliklerle, ¢ilek yaprak dokularinda
serbest GSH miktar1 belirlenmistir. -80°C’de saklanan orneklerden 0,5 g alinarak,
%35’lik 5 ml metafosforik asitle homojenize edilmistir. Homojenize edilen 6rnekler, 15
ml’lik santriflij tliplerine alinarak 4 000 g’de 4°C’de 30 dakika santrifiij edilmistir.
Santrifiijden sonra tstteki s1v1 fazin 0,5 ml’si alinarak iizerine 5 mM EDTA igeren, 2,5
ml sodyum fosfat tamponu (150 mM pH: 7,4) ilave edilmistir. Son olarak 0,5 ml 6 mM
DTNB ilave edilip vortekslenen 6rnekler 20 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir.
Renklenen o&rnekler spektrofotometrede 412 nm’de standartlarla karsilagtirilarak
okunmustur. GSH miktarinin hesaplanmasi icin; 0, 20, 40, 60, 80 ve 100 pg/ml’lik
rediikte glutatiyon standartlar1 kullamilmistir. Standartlar, %5°lik metafosforik asitte

¢oOziindiiriilerek hazirlanmistir.

3.2.5. Enzimatik Antioksidan Analizleri

Enzimatik antioksidantlardan askorbat peroksidaz (APX), katalaz (CAT), glutatiyon
rediiktaz (GR) ve peroksidaz (PRX) aktiviteleri asagidaki yontemler kullanilarak

belirlenmistir.

3.2.5.1. Askorbat peroksidaz (APX, EC.1.11.1.11) analizi

Askorbat peroksidaz (APX) Ekstraksiyonu

APX ekstraksiyon isleminde Nakano ve Asada (1980)’nin yontemi esas alinarak, bazi
degisikliklerle ¢ilek yaprak oOrneklerine adapte edilmigstir. -80°C’de saklanan
orneklerden 200 mg alinarak ekstraksiyon i¢in kullanilmistir. Tiim asamalar 4°C’de
gerceklestirilmistir.

APX ekstraksiyon ¢ozeltisi i¢in kullanilan ¢ozeltiler:

e 50 mM K-POy ¢ozeltisi, pH 7,8 100 ml
e 50 mM askorbik asit 2 ml
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Havanlara yukaridaki sekilde hazirlanan ekstraksiyon g¢ozeltisinden 2 ml ve ¢ok az
miktarda PVPP (Polivinilpolipirolidon) ile kuvars kum eklenerek 6rnekler homojenize
edilmistir. Homojenize edilen Ornekler, 15 ml’lik santrifiij tiiplerine alinarak 10 000
g’de 4°C’de 15 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiijden sonra {istteki siv1 faz 1,5 ml’lik

santrifiij tiiplerine aktarilarak aktivite belirlenmesinde kullanilmistir.

Askorbat peroksidaz (APX) enzim aktivitesinin belirlenmesi

APX enzim aktivitesinin belirlenmesinde asagidaki stok c¢ozeltiler kullanilmistir.
Askorbat ve H,0, ¢ozeltileri analiz sirasinda taze hazirlanmustir.

e 50 mM reaksiyon ¢ozeltisi K-POg, pH 7,0

e 5 mM Askorbat ¢ozeltisi

e 1 mM H,0; ¢ozeltisi

Enzim aktivite Ol¢iimleri, spektrofotometrede 290 nm dalga boyunda kuvars kiivet
kullanilarak gerceklestirilmistir. Aktivite Ol¢limleri 100 saniye siireyle 10 saniye

araliklarla gerceklestirilmis ve 10. ve 90. saniyedeki okuma degerleri kullanilmistir.

Kor 6rneklerin okumasinda kullanilan ¢6zelti asagidaki sekilde hazirlanmistir.

950 ul reaksiyon ¢ozeltisi + 75 pul H,O, + 100 pl askorbat ¢ozeltisi

Orneklerin enzim aktivitesinin belirlenmesi icin kullanilan ¢ozelti asagidaki sekilde

hazirlanmuistir.

900 ul reaksiyon g¢ozeltisi + 75 ul H,O, + 100 ul askorbat ¢ozeltisi + 50 pl 6rnek

Spesifik APX enzim aktivitesi icin Orneklerdeki toplam protein miktar1 Bradford
(1976)’a gore BSA (Bovine serum albumin) standartlar1 kullanilarak belirlenmistir.

BSA stok ¢ozeltisi 10 mg BSA/ 10 ml dH,0 olacak sekilde hazirlanmustir.
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Cizelge 3.2.1. Spesifik enzim aktivitesinin belirlenmesi i¢in BSA standartlariin
hazirlanmast

Standartlar Konsantrasyon BSA Stok dH,0 Protein

(ng/nl) (ul) (ul) Boya
Cozeltisi

(uh)

STDO 0 0 100 2000
STD 10 10 10 90 2000
STD 20 20 20 80 2000
STD 40 40 40 60 2000
STD 60 60 60 40 2000

Cizelge 3.2.2. Spesifik enzim aktivitesinin belirlenmesi i¢in drneklerin hazirlanmasi

Ornekler Protein Boya Cozeltisi
(D) (uh)
100 2000

Askorbat peroksidaz (APX) enzim aktivitesi hesaplanmasi

APX enzim aktivitesinin hesaplanmasinda enzim aktivite degeri belirlenmis ve toplam
protein miktari ile oranlanarak pmol/mg protein olarak ifade edilmistir. Enzim aktivite
miktarinin hesaplanmasinda spektrofotometre okumalar1 sirasinda belirlenen aktivite

degerlerinde Oncelikle aktivite ve net aktivite degerleri belirlenmistir.

Aktivite= 2. OD- 1. OD

1. OD: 10. sn absorbans
2. OD: 90. sn absorbans

| Net Aktivite Degeri: Aktivite- kor okuma (blank) |

Bu sekilde belirlenmis olan net aktivite degerleri kullanilarak enzim aktivite degeri

asagidaki formiile gore hesaplanmistir.
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AD (umol/gTA)= [NAxSDx (SF/ OM)]/ 1000

AD: Aktivite degeri (umol/gTA)
TA: Taze agirlik

NA: Net aktivite degeri

SD: Standart deger (803,25)

SF: Ornek seyreltme faktorii
OM: Ornek miktari (mg)

Bu formiile gore hesaplanan aktivite degerleri, toplam protein miktar1 ile oranlanarak

spesifik enzim aktivitesi belirlenmistir.

‘ APX (umol/mg protein)= AD (umol/gTA) / TPM ‘

APX: Askorbat peroksidaz

AD: Aktivite degeri (umol/gTA)

TA: Taze agirhik

TPM: Toplam protein miktar1 (mg protein/gTA)

3.2.5.2. Katalaz (CAT, EC 1.11.1.6) analizi

Katalaz (CAT) ekstraksiyonu

Nakano ve Asada (1980)’nin yontemine gore CAT ekstraksiyonu gerceklestirilmistir.
-80°C’de saklanan orneklerden 200 mg alinarak ekstraksiyon i¢in kullanilmigtir. Tiim
asamalar 4°C’de gergeklestirilmistir.

CAT ekstraksiyon ¢ozeltisi i¢in kullanilan ¢ozeltiler

e 0,1 M K-PO, ¢ozeltisi, pH 7,0 200 ml
e Triton 200 pl ( Toplam hacimde % 0,1 oraninda)
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Havanlara yukaridaki sekilde hazirlanan ekstraksiyon g¢ozeltisinden 2 ml ve ¢ok az
miktarda PVPP (Polivinilpolipirolidon) ile kuvars kum eklenerek 6rnekler homojenize
edilmistir. Homojenize edilen 6rnekler, 15 ml’lik santrifiij tiiplerine alinarak 760 g’de
4°C’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiijjden sonra iistteki sivi faz 1,5 ml’lik

santrifiij tiiplerine aktarilarak aktivite belirlenmesinde kullanilmistir.

Katalaz (CAT) enzim aktivitesinin belirlenmesi

CAT aktivitesi 260 nm’de (E= 39,4 mM™ cm™) H,O,’nun parcalanma orani esas
almarak belirlenmistir. CAT enzim aktivitesinin belirlenmesinde asagidaki stok

¢ozeltiler kullanilmistir. H,O, ¢6zeltisi okuma sirasinda taze olarak hazirlanmistir.

e 0,1 M K-PO, ¢ozeltisi, pH 7,0 200 ml
e 0,1 M EDTA 200 pl (toplamda hacimde 0,1 mM)
e 150 mM H,0; ¢ozeltisi

Enzim aktivite Olgiimleri, spektrofotometrede 260 nm dalga boyunda kuvars kiivet
kullanilarak gerceklestirilmistir. Aktivite Olglimleri 60 saniye siireyle 10 saniye

araliklarla gerceklestirilmis ve 10. ve 50. saniyedeki okuma degerleri kullanilmistir.

Kor 6rneklerin okumasinda kullanilan ¢6zelti asagidaki sekilde hazirlanmistir.

900 pl reaksiyon ¢ozeltisi + 750 ul HyO;

Orneklerin enzim aktivitesinin belirlenmesi igin kullanilan ¢ozeltiler asagida verilmistir.

825 ul reaksiyon ¢ozeltisi + 750 pl HoO, + 75 ul 6rnek

Spesifik CAT enzim aktivitesi i¢in orneklerdeki toplam protein miktarinin belirlenmesi

spesifik APX enzim aktivitesinin belirlenmesinde belirtildigi sekilde yapilmustir.
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Katalaz (CAT) enzim aktivitesi hesaplamasi

CAT enzim aktivitesinin hesaplanmasinda enzimin aktivite degeri belirlenmis ve toplam
protein miktar1 ile oranlanarak pmol/mg protein olarak ifade edilmistir. Enzim aktivite
miktarinin hesaplanmasinda spektrofotometre okumalar1 sirasinda belirlenen aktivite

degerlerinde oncelikle aktivite ve net aktivite degerleri belirlenmistir.

Aktivite= 2. OD- 1. OD

1. OD: 10. sn absorbans
2. OD: 50. sn absorbans

Net Aktivite Degeri: Aktivite- kor okuma (blank)

Bu sekilde belirlenmis olan net aktivite degerleri kullanilarak enzim aktivite degeri

asagidaki formiile gore hesaplanmstir.

AD (umol/gTA)= [NAxSDx (SF/ OM)]/ 1000

AD: Aktivite degeri (umol/gTA)
TA: Taze agirhik

NA: Net aktivite degeri

SD: Standart deger (41,91)

SF: Ornek seyreltme faktorii
OM: Ornek miktar1 (mg)

Bu formiile gore hesaplanan aktivite degerleri, toplam protein miktar: ile oranlanarak

spesifik enzim aktivitesi belirlenmistir.

CAT (umol/mg protein)= AD(umol/gTA) / TPM

CAT: Katalaz

AD: Aktivite degeri (umol/gTA)

TA: Taze agirlik

TPM: Toplam protein miktari (mg protein/gTA)
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3.2.5.3. Glutatiyon rediiktaz (GR, EC 1.6.4.2) analizi

Glutatiyon rediiktaz (GR) ekstraksiyonu

Enzim ekstraksiyonu Cakmak ve Marschner (1992)’m  yoOntemine  gore
gerceklestirilmistir. -80°C’de saklanan 6rneklerden 200 mg alinarak ekstraksiyon igin

kullanilmistir. Tiim agamalar 4°C’de gerceklestirilmistir.

GR ekstraksiyon ¢ozeltisi i¢in kullanilan ¢ozeltiler
e 50 mM K-POy ¢ozeltisi, pH 7,6 200 ml
e 0,1 M EDTA 200 pl (toplam hacimde 0,1 mM)

Havanlara konulan orneklerin {izerine yukaridaki sekilde hazirlanan ekstraksiyon
cozeltisinden 2 ml eklenerek Ornekler homojenize edilmistir. Homojenize edilen
ornekler, 15 ml’lik santrifiij tiiplerine alinarak 15 000 g’de 4°C’de 15 dakika santrifiij
edilmistir. Santrifiijden sonra istteki sivi faz 1,5 ml’lik santrifiij tliplerine aktarilarak

aktivite belirlenmesinde kullanilmigtir.

Glutatiyon rediiktaz (GR) enzim aktivitesinin belirlenmesi

340 nm’de (E= 6,2 mM cm™) NADPH’nin (B-Nicotinamide Adenine Dinucleotide
Phosphate) oksidasyonu esas alinarak GR enzim aktivitesi belirlenmistir. GR enzim
aktivitesinin belirlenmesinde asagidaki stok ¢ozeltiler kullanilmistir. NADPH ve GSSG
(yiikseltgenmis glutatiyon) ¢ozeltileri okuma sirasinda taze olarak hazirlanmistir.

e 50 mM K-POy ¢ozeltisi, pH 7,6 200 ml

e 0,1 M EDTA 200 pl (toplam hacimde 0,1 mM)

e 10 mM GSSG

e (0,25 mM NADPH

Enzim aktivite Olgiimleri, spektrofotometrede 340 nm dalga boyunda kuvars kiivet

kullanilarak gercgeklestirilmistir. Aktivite Olglimleri 100 saniye siireyle 10 saniye

araliklarla gerceklestirilmis ve 10. ve 90. saniyedeki okuma degerleri kullanilmistir.
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Kor 6rneklerin okumasinda kullanilan ¢6zelti asagidaki sekilde hazirlanmustir.

925 ul reaksiyon ¢ozeltisi + 50 ul GSSG + 25 nl

Orneklerin enzim aktivitesinin belirlenmesi igin kullanilan ¢ozeltiler asagida verilmistir.

825 ul reaksiyon ¢ozeltisi + 50 ul GSSG + 25 ul + 100 ul

Spesifik GR enzim aktivitesi i¢in 6rneklerdeki toplam protein miktarinin belirlenmesi

spesifik APX enzim aktivitesinin belirlenmesinde belirtildigi sekilde yapilmistir.

Glutatiyon rediiktaz (GR) enzim aktivitesi hesaplamasi

GR enzim aktivitesinin hesaplanmasinda enzimin aktivite degeri belirlenmis ve toplam
protein miktar ile oranlanarak pmol/mg protein olarak ifade edilmistir. Enzim aktivite
miktarinin hesaplanmasinda spektrofotometre okumalar1 sirasinda belirlenen aktivite

degerlerinde Oncelikle aktivite ve net aktivite degerleri belirlenmistir.

Aktivite= 2. OD- 1. OD

1. OD: 10. sn absorbans
2. OD: 90. sn absorbans
‘ Net Aktivite Degeri: Aktivite- kor okuma (blank) ‘

Bu sekilde belirlenmis olan net aktivite degerleri kullanilarak enzim aktivite degeri
asagidaki formiile gore hesaplanmistir.

| AD (umol/gTA)= [NAxSDx (SF/ OM)]/ 1000 |

AD: Aktivite degeri (umol/gTA)
TA: Taze agirlik

NA: Net aktivite degeri

SD: Standart deger (161)

SF: Ornek seyreltme faktorii
OM: Ornek miktar1 (mg)
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Bu formiile gore hesaplanan aktivite degerleri, toplam protein miktar: ile oranlanarak

spesifik enzim aktivitesi belirlenmistir.

GR (umol/mg protein)= AD(umol/gTA) / TPM

GR: Glutatiyon rediiktaz

AD: Aktivite degeri (umol/gTA)

TA: Taze agirlik

TPM: Toplam protein miktar1 (mg protein/gTA)

3.2.5.4. Peroksidaz (PRX, EC 1.11.1.7) analizi

Peroksidaz ekstraksiyonu

Bu yonteme gore PRX enzim ekstraksiyonu i¢in, -80°C’de saklanan orneklerden 0,1 g

alinarak, 1 ml eksraksiyon ¢ozeltisi ile homojenize edilmistir (Giilen, 2000; Giilen ve
ark., 2002).

Ekstraksiyon ¢ozeltisi bilesenleri (50 ml i¢in):

e 0,1 M potasyum fosfat ¢ozeltisi pH 7,5 50 ml
e 30 mM borik asit 0,099
e 50 mM askorbik asit 0,449
e 17 mM sodyum metabisiilfit 0,16 g
e 16 mM dietil ditiyokarbamik asit 0,14¢g
e | mM EDTA 18 mg
e %4 PVP-40 29

Kimyasallar ¢oziindiiriildiikten sonra, NaOH kullanilarak pH tekrar 7,5’e ayarlanmistir
(Giilen ve ark., 2002). Elde edilen homojenizat 1,5 ml’lik santrifiij tiiplerine alinmis ve
vorteks yardimiyla iyice karistirildiktan sonra 15 dakika boyunca sogukta (+4 °C)
calkalanmaya birakilmistir. Daha sonra Ornekler 16 000 g’de, +4°C’de 30 dakika

santrifiijlenmistir. Santrifiijden ¢ikan 6rneklerin tistteki s1vi kismi alinarak temiz tiiplere
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aktarilip, iizerlerine 1’er damla %10’luk gliserol ve eser miktarda brom fenol mavisi

eklenerek jele yiiklemeye hazir hale getirilmistir.

Peroksidaz enzim aktivitesinin belirlenmesi

PRX enzim aktivitesi, Native-PAGE yontemine gore belirlenmistir. Elektroforez analizi
mini PROTEAN III elektroforez tinitesi (Bio-Rad) kullanilarak gergeklestirilmistir.
Asidik peroksidaz jel profilleri i¢in Davis (1964) yontemine gore, bazik peroksidaz jel
profilleri icin ise Reisfeld (1962)’e gore jeller ayr1 ayr1 hazirlanmis ve 6rneklerden 20

ul’si alinarak kuyucuklara yiiklenmistir.

Asidik PRX Ayirma Jeli Cozeltisi Bilesenleri
e 3 M Tris-HCI pH 8,9

® %30 Akrilamid / %0,8 Bis

® %10 Amonyum persiilfat

Asidik PRX Yiikleme Jeli Cozeltisi Bilesenleri
® 0,5 M Tris-HCI pH 6,7

® % 10 Akrilamid / % 1,25 Bis

%10 Amonyum persiilfat

Asidik PRX Yiiriitme Tamponu Cozeltisi Bilesenleri (1 L igin)
e Glisin 28,89
e Tris-HCl 6g

Bazik PRX Ayirma Jeli Cozeltisi Bilesenleri
® %30 Akrilamid / %0,8 Bis

® %060 siikroz

e Potasyum asetat ¢cozeltisi pH 4,6

® %10 Amonyum persiilfat
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Bazik PRX Yiikleme Jeli Cozeltisi Bilesenleri

® % 10 Akrilamid / % 1,25 Bis

e Potasyum asetat ¢ozeltisi pH 5,0

%10 Amonyum persiilfat

Bazik PRX Yiiriitme Tamponu Cdzeltisi Bilesenleri (1 L igin)
e 3- Alanin  31,2¢g

e Asetik asit 8 ml

Yiiklemeden sonra, jeller tank igerisine yerlestirilmis ve yiirlitme tamponu ¢ozeltisi
ilave edilmistir. Jele once 20 dakika 10 mA, sonra 20 dakika 20 mA ve son olarak da 3
saat 15 dakika boyunca 40 mAmp’lik akim verilmistir. Reisfeld sistemde ters akim
uygulanmistir. Yiiriitme islemi +4 °C’de gergeklestirilmistir. Elektroforez sonrasi PRX
aktivitesinin belirlenmesi icin jeller Wendel ve Weeden (1989) yontemine gore

boyanmistir. Boyanan jeller, florasan 1s1k altinda fotograflanmistir.

3.2.6. Protein Analizleri

3.2.6.1. Prolin analizi

Prolin ekstraksiyonu ve prolin miktarmin belirlenmesinde Bates ve ark. (1973)’nin
gelistirdigi yontem kullanilmistir. Reaksiyonun temeli prolin aminoasidinin ninhidrinle
renk tepkimesi vermesi sonucu pembe (menekse mor) renkli bilesik olusturmasidir.
Ekstraksiyonda  9%3’liikk  siilfosalisilik  asit  kullanilmigtir, prolin  miktarinin
belirlenmesinde kullanilan ninhidrin reaktifi asagida verildigi gibi hazirlanmis ve bir

gece 4 °C’de dinlenmeye birakilmigtir.

1,25 g ninhidrin + 30 ml glasiyel asetik asit + 6 M 20 ml fosforik asit

-80°C’de saklanan orneklerden 200 mg alinarak 1 ml %3’liikk siilfosalisilik asit ile
havanda homojenize edilerek ekstraksiyon gerceklestirilmistir. Homojenize edilen
ornekler 1,5 ml’lik santrifiij tiiplerine alinarak 5 000 g’de 4°C’de 15 dakika santrifiij
edilmistir. Santrifiijden sonra tstteki sivi fazdan 100 pl alinarak 2 ml’lik santrifiyj

tiiplerine aktarilmistir. Orneklerin iizerine 200 ul ninhidrin reaktifi, 200 ul glasiyel
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asetik asit ve 100 upl %3’lik siilfosalisilik asit ilave edilerek Ornekler iyice
karistirilmistir. Hazirlanan 6rnekler tepkimenin gergeklesmesi i¢in su banyosunda 100
°C’de 1 saat inkiibe edilmistir ve inkiibasyondan c¢ikarilan oOrnekler reaksiyonun
sonlandirilmasi i¢in hemen buz banyosuna alinmistir. Buz banyosunda 5 dakika
sogutulan ornekler buz igerisinden alinip oda sicaklifina gelmesi beklendikten sonra
tizerlerine 1 ml toluen ilave edilmis ve iyice kanstirilip 4 000 g’de 20 saniye
santrifiijlenmistir. Santrifiijjden sonra iistteki s1vi fazin tamami alinarak plastik spektro
kiivetlerine  alinan  Orneklerin  okumalar1  spektrofotometrede 520 nm’de

gerceklestirilmistir. Kor 6rnek olarak 1 ml toluen kullanilmigtir.

Prolin miktarinin hesaplamasi

Prolin miktarmin hesaplanmasinda 0-1 000 uM/prolin iceren standartlar hazirlanmigstir

ve cizilen standart egrisinden prolin miktarlari hesaplanmistur.

Prolin miktar1 (uM / g TA) =[(A - 0,046 uM ) / 0,00069] / g TA

TA: Taze agirlik
A: 520 nm dalga boyundaki absorbans degeri

3.2.6.2. Toplam ¢oziinebilir protein analizi

Toplam ¢oziinebilir protein ekstraksiyonu

Toplam ¢Ozilinebilir protein ekstraksiyonu Arora ve ark. (1992, 1997)’nin yontemi
kullanilarak, Giilen ve Eris (2003)’in o6nerdigi bazi degisiklerle -80°C’de saklanan

orneklerden 1 g alinarak, yapilmistir.

Toplam ¢6ziinebilir protein ekstraksiyonunda kullanilan ¢ozelti bilesenleri:
e 50 mM Boraks (Sodyum tetraborat)

e 50 mM askorbik asit

o | mM PMSF (Fenilmetilsiilfonil)

® %1 B-mekaptoetanol
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Yukaridaki sekilde hazirlanan ekstraksiyon c¢ozeltisinden 5 ml alinarak, ornekler
havanlarda homojenize edilmistir. Homojenize edilen 6rnekler, 15 ml’lik santrifiij
tiiplerine alarak 26 000 g’de 4°C’de 1,5 saat santrifiij edilmistir. Santrifiijjden sonra
iistteki siv1 faz alinarak 0,45 ve 0,22 um ¢aph filtrelerden gecirilmistir. Elde edilen
stizlintlinlin 1000 pl’si  alinarak SDS-PAGE’de kullanilmak iizere TCA
(trikloroasetikasit) ile ¢Ooktiiriilmiistiir. Geri kalan siiziintli toplam ¢6ziinebilir protein

miktarinin belirlenmesinde kullanilmistir.

Toplam coziinebilir protein miktarinin belirlenmesi

Toplam c¢oziinebilir protein miktar1 Arora ve Wisniewski (1994) tarafindan onerildigi
sekilde Bradford (1976) yontemine gore belirlenmistir. Protein ekstraksiyonundan elde
edilen siizlintiideki protein miktar1 spektrofotometrik dlglimlerle belirlenmistir.
Olgiimler, 595 nm dalga boyunda tek kullanimlik polikarbonat kiivetler kullanilarak
gerceklestirilmistir ve toplam ¢dziinebilir protein miktarinin hesaplanmasi i¢in 0, 10, 20,
30, 40, 50 pg/ul’lik BSA (Bovine serum albumin) standartlar1 kullanilmistir. BSA stok

cozeltisi 5 mg BSA/ml ekstraksiyon ¢ozeltisi olacak sekilde hazirlanmastir.

Cizelge 3.2.3. Toplam ¢oziinebilir protein miktarinin belirlenmesi i¢in BSA
standartlarinin hazirlanmasi

BSA | Ekstraksiyon Protein Boya
Standartlar Konsantrasyon Stok Cozeltisi Hel | dRo Cozeltisi

(ng/ul) ) ) (u) | (ub) i)
STDO 0 0 10 10 80 3,5
STD 10 10 2 8 10 80 3,5
STD 20 20 4 6 10 80 3,5
STD 30 30 6 4 10 80 3,5
STD 40 40 8 2 10 80 3,5
STD 50 50 10 0 10 80 3,5
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Cizelge 3.2.4. Toplam c¢o6ziinebilir protein miktarinin belirlenmesi i¢in Orneklerin
hazirlanmast

Ornekler Protein Ekstrakt1 HCI dH,O Protein Boya

(ul) (ul) (ul) Cozeltisi
(ml)
1.1 10 10 80 3,5
1.2 10 10 80 3,5
1.3 20 10 70 3,5
1.4 20 20 70 3,5
2.1 10 10 80 3,5
10 10 80 3,5

3.2.6.3. SDS-PAGE analizi

Sicaklik uygulamalarinin gesitlerin protein profillerine olan etkisi SDS-PAGE (Sodyum
dodesil siilfat- Poliakrilamid jel elektroforezi) yontemiyle belirlenmistir (Lim ve ark.,
1999; Giilen 2000). Ekstrakte edilen toplam protein ¢ozeltisinden 1000 pl’si alinarak
tizerine %10 TCA eklenmis ve 16 000 rpm’de santrifiij edilerek proteinler
coktiirilmistiir. Coktliriilen proteinler soguk asetonla (-20°C) ii¢ kez yikanmistir.
Protein ¢okeltisinin kurumasi ve asetonun buharlagsmasi icin tiipler agz1 agik sekilde oda
sicakliginda yaklagik 12 saat bekletilmistir. Kurutulan protein oOrnekleri, Laemmli
(1970) ¢ozeltisi yardimiyla coziindiiriilerek SDS-PAGE i¢in yiiklemeye hazir hale

getirilmistir.

Laemmli ¢ozeltisi bilesenleri:
e 60 mM Tris-HCI pH 6,8

® %10 Gliserol

%2 SDS

Hazirlanan yilikleme c¢ozeltisinden, her 6rnek i¢in 100 pl alinarak iizerine % 5 f-
Merkaptoetanol eklenmistir, karisima renk vermesi amaciyla ¢ok az miktarda

‘bromphenolblue’ katilmis ve karistirilmistir. Bu karisimdan her bir 6rnek (kuru protein
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¢okeltisi) iizerine 100 pl konulmustur. Orekler, 5 dakika kaynar suda bekletilerek
proteinlerin denatiirasyonu saglandiktan sonra vortekslenerek ¢oziinmeleri saglanmistir.
Son olarak 16 000 g’de 30 sn santrifiij islemi uygulanan 6rnekler yiiklemeye hazir hale

getirilmistir.

SDS- PAGE jelinin hazirlanmasi

SDS-PAGE jeli hazirlanmasinda Mini Protean III dikey elektroforez sistemi (Bio-Rad)
kullanilmistir. SDS-PAGE jeli, %12,5’luk ayirma jeli ve %4’lik yiikleme jelinden

olugsmaktadir. Jel kalinliginin 0,75 mm olmasini saglayan jel kasetleri kullanilmistir.

% 12,5 ayirma jeli bilesenleri

e Saf su 1000 pl
e 1 M Tris-HCI ph 8,8 2200 pl
® %1 SDS 600 pul
09,36 Acrylamide/Bis (29:1) 2100 pl
® %3 Amonyum persiilfat 100 pl
e TEMED 4 ul

Yukarida verilen kimyasallar karistirildiktan hemen sonra mikro pipet yardimiyla bu
karisimdan jel kaseti icerisine 3,5 ml dokiilmiistiir. Jelin havayla temasin kesmek i¢in

tizerine 200 pl saf su eklenerek 45 dakika boyunca polimerizasyona birakilmistir.

% 4 ornek ylikleme jeli bilesenleri

e Saf su 1662 pl
e 1 M Tris-HCI ph 6,8 620 pul
0936 Acrylamide/Bis (29:1) 500 ul
® %3 Amonyum persiilfat 25 ul
e TEMED 4 ul

Polimerize olmus ayirma jeli iizerindeki saf su pegete ile alindiktan sonra, taraklar

takilarak yukaridaki sekilde hazirlanan 6rnek yiikleme jeli, ayirma jeli lizerine mikro
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pipet yardimiyla dokiilmiistiir. Jelin polimerizasyonu i¢in 45 dakika beklendikten sonra

jel kasetleri elektroforez islemi igin tank igerisine yerlestirilmislerdir.

Elektroforez

Elektroforezde yiirlitme tamponu olarak Tris-Glisin-SDS ¢ozeltisi kullanilmistir.

Yiirlitme tamponu ¢ozeltisi bilesenleri (1 1, 10X)

e 250 mM Tris-base 3049
e 1,92 M Glycine 144 g
® % 0,5 SDS 5¢g

Cozelti elektroforez tanki icerisine, yerlestirilmis jel kasetlerinin {izerini 6rtecek sekilde
bosaltilmistir. Bu asamadan sonra, hazirlanan 6rneklerden alinarak her bir kuyucuga 30
nug protein olacak sekilde mikro pipet yardimiyla yiikleme yapilmigtir. Thermo EC
1000-900 gii¢ kaynag kullanilarak jele 250 V ve 40 mA’lik elektrik akimi verilerek

orneklerin jelin sonuna kadar yiiriimeleri saglanmistir (~1,5 saat).

Jelin Boyanmasi

Jel iizerindeki toplam protein bantlarinin goriintiilenmesinde “Commasie Brillant Blue
G-250” ¢ozeltisi kullanilmistir. Elektroforezin ardindan, kasetten ¢ikarilan jeller oda
sicakliginda %12’lik TCA ¢ozeltisi iginde 2 saat boyunca bekletilerek proteinlerin
jellere sabitlenmesi saglanmistir. Jel, lizerindeki TCA kalintilarinin temizlenmesi igin
jel 3 kez saf su ile yikandiktan sonra metanolde seyreltilmis Commasie Brillant Blue G-
250 (Commasie Brillant Blue G-250: metanol; 4:1) ¢ozeltisine alinmistir. Jeller gece
boyunca diisiik hizda ¢alisan ¢alkalayici iizerinde birakilarak boyanmalari saglanmistir.
Bu islemin sonunda protein bantlart mavi renkli olarak goriiniir hale gelmistir. Jel
tizerindeki fazla boyanin alinmasi i¢in %25°lik metanol igerisinde ¢alkalayici iizerinde
~5 dakika bekletildikten sonra 3 defa saf su ile yikanmistir. Bu asamadan sonra protein

bantlar1 florasan 151k altinda goriintiilenmistir.
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Protein Bantlarinin Molekiiler Agirhklarinin Belirlenmesi

Orneklerin elektroforezi sirasinda SDS-PAGE molekiiler agirlik standardi kullanilmistir
(BioRad, SDS-PAGE low molecular weight standard). Boylece molekiil agirliklari
bilinen bantlar temel alinip, Orneklere ait protein bantlarinin molekiil agirliklar:

hesaplanmustir.

3.2.6.4. Immunoblot (Western blot) analizi

HSP’lerin (Heat Shock Proteinler = Is1 Soku Proteinleri) immunoblotting teknigi ile
belirlenmesinde Arora ve Wisniewski (1994)’nin 6nerdigi yontem kullanilmistir. Bu
amagla, daha once agiklandigi gibi protein ornekleri bitkilerden ekstrakte edilmis ve
“Toplam ¢oziinebilir protein analizi” boliimiinde anlatildigt gibi SDS-PAGE’de

yirltilmuslerdir.

Elektroforezden sonra jeller kasetten ¢ikarilarak blotlama islemine gecilmistir, bu
asamada Bio-Rad Western blot 1slak blotlama iinitesi kullanilmistir. Jeller, yeni
kasetlere sandvi¢ sistemi olusturmak i¢in yerlestirilmislerdir. Sandvi¢ sistemini
hazirlamak icin siingerler ve filtre kagitlar1 6nceden transfer tamponunda bekletilerek
islatilmiglardir. Daha sonra siinger-filtre kagidi-jel-membran-filtre kagidi-siinger olacak
sekilde ve aralarinda hava boslugu kalmayacak sekilde sandvi¢ sistemi hazirlanmis ve
kasetlere yerlestirilmistir. Hazirlanan kasetler elektroforez tankina konduktan sonra

tizerlerini kapatacak sekilde transfer tampon ¢ozeltisi bosaltilmistir

Transfer tampon ¢ozeltisi bilesenleri (1 1):
e 25mM Trisbaz  3,03¢
e 192 mM Glisin 14,49
® %?20 Metanol 200 ml

Elektroforez sirasinda 1 saat 15 dakika boyunca 250 V, 50 W, 40 mAmp’lik akim
uygulanarak proteinler nitroseliilloz membranlara (Nitrocellulose membranes BioRad)

aktarilmastir.
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Membranlar % 5’lik yagsiz siittozu iceren TBS (Tris Buffer Saline)’de 1 saat oda
sicakliginda inkiibe edilerek membran ylizeyinin tamamen proteinle kaplanmasi
saglanmistir. Siittozundan c¢ikarilan membranlar, fazla siittozunu gidermek amaciyla
TBST (Tris Buffer Saline Tween-20) ¢ozeltisi ile 2’ser kez 2’ser dakika galkalanarak
yikanmistir. Birinci antikor olarak 1:1500 oraninda HSP 70 [Monoclonal Anti-Heat
Shock Protein 70 Clone BRM -22 (mouse)] %1 BSA (Bovine serum albumin) igeren
TBST’de c¢oziilerek hazirlanmistir. Membranlar, birinci antikorda +4°C’de gece
boyunca inkiibasyona birakildiktan sonra, TBST de 2’ser kez 10’ar dakika ¢alkalanarak
yikanmistir. Ayni islem HSP 60 [Monoclonal Anti-Heat Shock Protein 60 Clone LK-2
(mouse)] antikoru i¢in de ayn sekilde gergeklestirilmistir.

TBS ¢ozeltisi bilesenleri (1 1)

e Tris baz 6,059
e Sodyum kloriir 8,76 g
e pH 7,5

TBST c¢ozeltisi bilesenleri (1 1)
e Tris baz 6,059
e Sodyum kloriir 8,76 g
® % 0,1 Tween-20 100 pl

e pH 7,5

Yikama isleminden sonra , %1 BSA iceren TBST’de ¢oziilerek hazirlanan, 1:5000
oranindaki ikinci antikorda [Anti rabbit IgG (Fc) AP Conjugate] oda sicakliginda 1 saat
inkiibe edilmislerdir. Inkiibasyondan sonra membranlar TBST’de 4’er kez 10’ar dakika
calkalanarak yikanmistir. Daha sonra, substrat (alkalin fosfataz enzimi) igerisinde
yaklasik 10-15 dakika kadar tutulan membranlardaki bantlarin renklenerek goriiniir hale
gelmesi saglanmigtir. Substrattan alinan membranlar saf suda yikandiktan sonra

kurutulup degerlendirene dek saklanmiglardir.
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Membranlar lizerinde ortaya ¢ikan bant goriintiileri bir tarayict yardimiyla dijital ortama
aktarilmistir. Bantlarin densitometrik analizleri ise “Image J” programi yardimiyla

yapilmustir.

3.2.7. istatistiksel Analizler

Deneme “Tesadiif Parselleri Deneme Desenine” gore 3 tekerriirlii olarak ylriitiilmiistiir.
Arastirmadan elde edilen tiim sonuglar “SPSS 1.3 Windows” paket programi
kullanilarak degerlendirilmistir. Uygulama ortalamalarinin farkliliklari, “Duncan” testi

ile ortaya konmustur.
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4. BULGULAR

4.1. Hiicre Zar1 Zarariin Belirlenmesi

Kademeli ve sok yiiksek sicaklik uygulamalarinin, CG3 ve R. Hope ¢esitlerinin hiicre

zar1 zararlanmalarinin degisimi iizerine etkisi Sekil 4.1.’de goriilmektedir.
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Sekil 4.1. Kademeli ve sok yiiksek sicaklik uygulamalarina bagli olarak c¢ilek
cesitlerinin hiicre zar1 zararlanmalar1 (%). Dikey barlar tekerriirlerin + standart
sapmalarin1 gostermektedir.

Kademeli yiiksek sicaklik uygulamasinda 43°C’ye kadar her iki gesitte de zararlanmada

belirgin bir artig goriilmemistir. 43°C’den itibaren zararlanma oraninda her iki ¢esitte de
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ani bir artis gozlenmis ve bu artisin 49 °C’de en yiiksek diizeye (CG3’te % 76 ve R.
Hope’da % 63) ulagmistir. Ancak, 55 ve 60°C’lerde zararlanmada bir duraklama oldugu
gozlenmistir. Sok yiiksek sicaklik uygulamasinda ise, zararlanmadaki artis 46°C’den
itibaren goriilmiistiir. Sok yiiksek sicaklik uygulamasinda uygulanan yiiksek sicakligin
derecesine paralel olarak, zararlanmada da artis gozlenmistir. 35°C’de CG3 ¢esidinin
zararlanmasi % 3, R. Hope ¢esidinin % 2 iken 60 °C’de zararlanmalar1 sirasiyla % 84 ve
% 72 olarak belirlenmistir. Her iki sicaklik uygulamasinda ve tiim sicaklik derecelerine
CG3 ¢esidinin zararlanmasi1 R. Hope c¢esidinden daha yiliksek bulunmustur. Sicaklik
uygulamalari*gesit  interaksiyonu  Onemsiz, sicaklik  uygulamalari*sicakliklar,
cesit*sicakliklar, sicaklik uygulamalari*gesit*sicakliklar interaksiyonlar1 istatistiki

olarak 6nemli bulunmustur (EK-1).

4.2. Aktif Oksijen Tiirlerinin Belirlenmesi

Kademeli ve sok yiiksek sicaklik uygulamalart sonucu ¢ilek yaprak dokularinda olusan
aktif oksijen tiirlerinden H,O, birikimi saptanmistir (Sekil 4.2.). Buna gore sicaklik
artisgina paralel olarak her iki ¢esidin de H;O, igeriginde bir artis belirlenmistir.
Kademeli yiiksek sicaklik uygulamasinda orneklerin yiiksek sicakliga maruz kalma
stireleri etkili olmus dolayistyla da H,O, miktarlar sok uygulamasina gore daha yiiksek
seviyelerde goriilmiistiir. Bu durum CG3 c¢esidinde daha belirgin olarak saptanmustir.
Ote yandan cesitler karsilastirildiginda ise R. Hope cesidinin H,O, miktarinin hemen
hemen tiim sicaklik uygulamalarinda CG3 ¢esidinden daha diisiik oldugu belirlenmistir.
Sicaklik uygulamalari*gesit, sicaklik uygulamalari*sicakliklar, c¢esit*sicakliklar,
sicaklik uygulamalari*gesit*sicakliklar interaksiyonlar1 istatistiki olarak Onemli

bulunmustur (EK-2).
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Sekil 4.2. Kademeli ve sok yiiksek sicaklik uygulamalarina bagli olarak cilek
cesitlerinin hidrojenperoksit (H,O) miktarlari (nmol/gTA). Dikey barlar tekerriirlerin +
standart sapmalarin1 gostermektedir.

4.3. Enzimatik Olmayan Antioksidan Analizleri

4.3.1. Askorbik asit miktarinin belirlenmesi

Sekil 4.3. genel olarak incelendiginde uygulamalar, sicaklik ve artis1 ve gesitler
arasindaki farkliliklar istatistiki agidan 6nemli bulunmus olsa da, caligma agisindan
kademeli yiiksek sicaklik uygulamasinda g¢esitler arasinda ve uygulamalara gore anlaml
bir fark gézlenmemistir. Bununla birlikte her iki ¢esitte de 40, 49 ve 55°C’lerde bir artis
oldugu ve bu sicaklik uygulamalarinda R. Hope ¢esidinin toplam AsA miktarinin CG3
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cesidinden daha fazla oldugu tespit edilmistir. Sicaklik uygulamalari*gesit, sicaklik
uygulamalari*sicakliklar, ¢esit*sicakliklar, sicaklik uygulamalari*gesit*sicakliklar

interaksiyonlar1 istatistiki olarak énemli bulunmustur (EK-3).

B CG3

IIswapey

Toplam asKorhik asit (mg/g TA)

Toplam askorhik asit (mo/g TA)
yos

Kortrol 35 40 43
Sicakhk (°C)

Sekil 4.3. Kademeli ve sok yiiksek sicaklik uygulamalarina bagli olarak cilek
cesitlerinin toplam askorbik asit (AsA) miktar1 (mg/gTA). Dikey barlar tekerriirlerin +
SS’larin1 gostermektedir.

Sekil 4.4.°de kademeli ve sok yiiksek sicaklik uygulamalarina bagli olarak c¢ilek
cesitlerinin rediikte askorbik asit miktarlar1 verilmistir. Kademeli ve sok yiiksek sicaklik
uygulamalarinda rediikte askorbik asit miktar1 sicaklik uygulamalarindan istatistiksel
olarak etkilenmezken, CG3 ¢esidinin rediikte askorbik asit miktarinin R. Hope ¢esidine

gore daha fazla oldugu tespit edilmistir. Sicaklik uygulamalari*cesit, sicaklik

48



uygulamalari*sicakliklar, ¢esit*sicakliklar, sicaklik uygulamalari*gesit*sicakliklar

interaksiyonlari istatistiki olarak 6nemli bulunmustur (EK-4).
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Sekil 4.4. Kademeli ve sok yiiksek sicaklik uygulamalarima bagli olarak c¢ilek
cesitlerinin rediikte askorbik asit (AsA) miktar1 (mg/gTA). Dikey barlar tekerriirlerin +
SS’larini gostermektedir.

4.3.2. Glutatiyon miktarinin belirlenmesi
Sekil 4.5. genel olarak incelendiginde, uygulanan kademeli ve sok yiiksek sicakliklarin,

toplam glutatiyon miktar1 lizerine etkisinin farkli oldugu gézlenmistir. Kademeli ytliksek

sicaklik uygulamasinda kontrol ve 35°C’lik uygulamalar arasinda cesitlerin glutatiyon
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miktarlar1 bakimindan istatistiksel olarak bir fark gériilmezken, 40°C’den itibaren CG3
cesidinin toplam glutatiyon miktarinin arttigt saptanmistir. Buna karsin; R. Hope
cesidinde ise 40°C’de toplam glutatiyon miktarinda ani bir artis goézlenmis ancak
43°C’den itibaren azalmaya basladigi belirlenmistir. Benzer durum sok sicaklik
uygulamasinda da  gozlemlenmistir.  Sicaklik  uygulamalari*gesit,  sicaklik
uygulamalari*sicakliklar, c¢esit*sicakliklar, sicaklik uygulamalari*¢esit*sicakliklar

interaksiyonlar1 istatistiki olarak énemli bulunmustur (EK-5).
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Sekil 4.5. Kademeli ve sok yiiksek sicaklik uygulamalarina bagli olarak ¢ilek
cesitlerinin toplam glutatiyon (GSH) miktar1 (pg/gta). Dikey barlar tekerriirlerin
+SS’larimi gostermektedir.
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4.5. Enzimatik Antioksidan Analizleri

4.5.1. Askorbat peroksidaz (APX) enzim aktivitesinin belirlenmesi

Sekil 4.6. genel olarak incelendiginde, uygulanan kademeli ve sok yiiksek sicakliklarin,
askorbat peroksidaz enzim aktivitesi ilizerine etkisinin farkli oldugu gozlenmistir.
Kademeli yiiksek sicaklik uygulamasinda 40°C’ye kadar her iki gesitte de aktivitede
belirgin bir artis goriilmezken, sok yiiksek sicaklik uygulamasinda aktivite artisinin

35°C’de basladigi gozlemlenmistir.

4 =
B CG3

E [] R.Hope
=
— 3 —
z =
= 1]
5 g
7]
] 3
2 o
= —
(]
>
o
<

4 -
3
°
E
—_
= w
3 =
5
k3
®
>
o
<

35

43

Sicaklik (°C)

Kontrol 46 49 60

Sekil 4.6. Kademeli ve sok yiiksek sicaklik uygulamalarina bagli olarak c¢ilek
cesitlerinin askorbat peroksidaz (APX) enzim aktivitesi (umol / gTA). Dikey barlar
tekerriirlerin + SS’larin1 gostermektedir.
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Sok yiiksek sicaklik uygulamasinda enzim aktivitesinin kademeli yiiksek sicaklik
uygulamasina gore daha fazla oldugu ve cesitlere bakildiginda aktivitenin R. Hope
cesidinde CG3’e gore daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Sicaklik uygulamalari*gesit,
sicaklik uygulamalari*sicakliklar, cesit*sicakliklar, sicaklik
uygulamalari*¢esit*sicakliklar interaksiyonlar: istatistiki olarak 6nemli bulunmustur

(EK-6).
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Sekil 4.7. Kademeli ve sok yiiksek sicaklik uygulamalarina bagli olarak cilek
cesitlerinin spesifik askorbat peroksidaz (APX) enzim aktivitesi (umol / mg prot.).
Dikey barlar tekerriirlerin = SS’larin1 gostermektedir.

Kademeli yiiksek sicaklik uygulamasinda spesifik askorbat peroksidaz enzim

aktivitesinin 46°C’den itibaren sicaklik artisina paralel olarak arttig1 belirlenmistir. Sok
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yiikksek sicaklik uygulamasinda ise enzim aktivitesi 35°C’den itibaren artmaya
baslamistir. Genel olarak tiim sicaklik derecelerinde ve uygulamalarin her ikisinde de
spesifik askorbat peroksidaz aktivitesi R. Hope c¢esidinde CG3’e daha yiiksek
bulunmustur (Sekil 4.7.). Sicaklik uygulamalari*¢esit, sicaklik
uygulamalari*sicakliklar, c¢esit*sicakliklar, sicaklik uygulamalari*¢esit*sicakliklar

interaksiyonlari istatistiki olarak 6nemli bulunmustur (EK-7).

4.5.2. Katalaz (CAT) enzim aktivitesinin belirlenmesi

Kademeli ve sok yiiksek sicaklik uygulamalarinda sicakliklara gore cilek gesitlerinin

CAT aktiviteleri Sekil 4.8.’de verilmistir.
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Sekil 4.8. Kademeli ve sok yiiksek sicaklik uygulamalarina bagli olarak cilek
cesitlerinin katalaz (CAT) enzim aktivitesi (nmol/gTA/dak.). Dikey barlar tekerriirlerin
+ SS’larmi gostermektedir.
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Kademeli yiiksek sicaklik uygulamasinda gesitlerin katalaz enzim aktivitesinin sok
yiiksek sicaklik uygulamasina gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Cesitlerin enzim
aktivitesine bakildiginda ise kademeli ve sok yiiksek sicaklik uygulamalarinin her
ikisinde de R. Hope c¢esidinde CG3 cesidine gore aktivitenin daha yliksek oldugu
gozlenmistir.  Sicaklik  uygulamalari*gesit,  sicaklik  uygulamalari*sicakliklar,
cesit*sicakliklar, sicaklik uygulamalari*cesit*sicakliklar interaksiyonlar: istatistiki

olarak énemli bulunmustur (EK-8).

Sekil 4.9.’a bakildiginda, gesitlerin spesifik katalaz enzim aktivitesi kademeli yiliksek

sicaklik uygulamasinda sok yiiksek sicaklik uygulamasina gore daha fazla oldugu tespit

edilmistir.
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Sekil 4.9. Kademeli ve sok yiiksek sicaklik uygulamalarina bagh olarak cilek
cesitlerinin spesifik katalaz (CAT) enzim aktivitesi (nmol/mg prot.). Dikey barlar
tekerriirlerin + SS’larin1 gostermektedir.
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Kademeli yiiksek sicaklik uygulamasinda spesifik katalaz enzim aktivitesi artisi
dogrusal olarak gergeklesmis ancak 60 °C’de biraz diisiis gostermistir. Sok yiiksek
sicaklik uygulamalarinda da aktivitenin sicakliklara bagli olarak artis gosterdigi
gozlenmistir. R. Hope cesidinin spesifik katalaz aktivitesinin, CG3 c¢esidine gore
kademeli ve sok yliksek sicaklik uygulamalariin her ikisinde de daha yiliksek oldugu
goriilmistiir.  Sicaklik  uygulamalari*gesit, sicaklik  uygulamalari*sicakliklar,
cesit*sicakliklar, sicaklik uygulamalari*gesit*sicakliklar interaksiyonlar1 istatistiki

olarak 6nemli bulunmustur (EK-9).

4.5.3. Glutatiyon rediiktaz (GR) enzim aktivitesinin belirlenmesi

Kademeli yiiksek sicaklik uygulamasinda, sicaklik derecelerine bagli olarak cesitlerin

GR enzim aktivitesinde dnemli bir faklilik tespit edilememistir.
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Sekil 4.10. Kademeli ve sok yiiksek sicaklik uygulamalarima bagli olarak c¢ilek
cesitlerinin glutatiyon rediiktaz (GR) enzim aktivitesi (nmol/g TA). Dikey barlar
tekerriirlerin + SS’larin1 gostermektedir.
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Benzer sekilde sok yiiksek sicaklik uygulamasinda da sicaklik degisimlerine karsi
cesitlerdeki GR aktivitesinde belirgin bir farklilik olmamistir (Sekil 4.10.). Sicaklik
uygulamalari®*¢esit  interaksiyonu  Onemsiz, sicaklik  uygulamalari*sicakliklar,
cesit*sicakliklar, sicaklik uygulamalari*cesit*sicakliklar interaksiyonlar1 istatistiki

olarak dnemli bulunmustur (EK-10).

Sekil 4.11.’e bakildiginda, kademeli ve sok yiiksek sicaklik uygulamalarinin her

ikisinde de ¢esitlerin spesifik GR enzim aktivitesinin farkli oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.11. Kademeli ve sok yiiksek sicaklik uygulamalarina bagli olarak cilek
cesitlerinin spesifik glutatiyon rediiktaz (GR) enzim aktivitesi (nmol/ iinite/ mg prot.).
Dikey barlar tekerriirlerin = SS’larin1 gostermektedir.

Kademeli yiiksek sicaklik uygulamasinda R. Hope c¢esidinin spesifik GR enzim
aktivitesi 46 ve 49 °C’lerde yiiksek bulunurken, sok yiiksek sicaklik uygulamasinda ise
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yine ayni ¢esidin spesifik GR enzim aktivitesinin 43, 46, 49, 52, 55 ve 60 °C’lerde
yiiksek oldugu belirlenmistir. Sicaklik uygulamalari*gesit, sicaklik
uygulamalari*sicakliklar, ¢esit*sicakliklar, sicaklik uygulamalari*¢esit*sicakliklar

interaksiyonlari istatistiki olarak 6nemli bulunmustur (EK-11).
4.5.4. Peroksidaz (PRX) enzim aktivitesinin belirlenmesi
Kademeli ve sok yiiksek sicaklik uygulamalarinin iki ¢ilek c¢esidinin yaprak

dokularindaki  peroksidaz aktivitesinin  belirlenmesinde asidik peroksidazlara

rastlanmazken bazik peroksidazlar goriintiilenmistir (Sekil 4.12.).
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Sekil 4.12. Kademeli yiiksek sicaklik uygulamalarmin R. Hope ve CG3 cilek
cesitlerinin peroksidaz (PRX) enzim aktivitesine etkileri. A: Bazik PRX aktivitesi;
B: Rf=0.55 olarak belirlenen bazik PRX bandinin aktivite yogunlugu.
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Dolayisiyla bazik peroksidazlara ait sonuglar burada sunulmustur. Kademeli yiiksek
sicaklik uygulamalarina bagli olarak ¢ilek c¢esitlerinin bazik peroksidaz jel profilleri ve
kontrol bitkileri baz alinarak hesaplanan bant yogunlugu %’leri goriilmektedir.
Sonuglara bakildiginda kademeli yiiksek sicaklik uygulamasinda bazik peroksidazlar
(Rf=0,55) farkli yogunlukta olmakla birlikte her iki c¢esit ve yliksek sicaklik
derecelerinde goriilmiistiir (Sekil 4.12.). Kademeli yiiksek sicaklik uygulamasinda, CG3
cesidinin oransal bant yogunlugunun 46°C’ye kadar arttigi bu sicaklik derecesinden
sonra ise azaldigi belirlenmistir. Bununla birlikte, R. Hope ¢esidinde 49°C’ye kadar
arttigt ve 49°C’den itibaren azaldigi tespit edilmistir. CG3 ¢esidinin peroksidaz
aktivitesinin 35, 40, ve 43°C’lerde R. Hope ¢esidine gore fazla oldugu goriilmiistiir.
CG3 ¢esidinin peroksidaz aktivitesinin 55 °C’de, R. Hope ¢esidinin peroksidaz

aktivitesinin ise 60 °C’de hemen hemen yok oldugu gézlenmistir.
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Sekil 4.13. Sok yiiksek sicaklik uygulamalarinin R. Hope ve CG3 ¢ilek cesitlerinin
peroksidaz (PRX) enzim aktivitesine etkileri. A: Bazik PRX aktivitesi;
B: Rf=0.55 olarak belirlenen bazik PRX bandinin aktivite yogunlugu.
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Kademeli yiiksek sicaklik uygulamasinda goriilen bazik peroksidazlar (Rf=0,55) farkl
yogunlukta olmakla birlikte sok yiiksek sicaklik uygulamasinda da gozlenmistir. CG3
cesidinin oransal bant yogunlugu 35 ve 40°C’lerde artmistir. Bu yogunluk 43°C ve
46°C’lerde azalma gosterdikten sonra, 49°C ve 52°C’lerde tekrar artmis ve bu sicaklik
derecesinden sonra ise belirgin bir sekilde diigmiistiir (Sekil 4.13.). R. Hope ¢esidinde
ise, bazik peroksidazlara ait oransal bant yogunlugunun 43°C’ye kadar arttig1 ve bu
sicakliktan itibaren azaldigi tespit edilmistir. Her iki gesitte de 60°C’lik uygulamada

bazik peroksidaz aktivitesinin neredeyse kayboldugu gézlenmistir.

4.6. Protein Analizleri

4.6.1. Prolin miktar

Kademeli ve sok yiiksek sicaklik uygulamalar karsilastirildiginda, kademeli yiiksek
sicaklik uygulamasinda prolin miktarinin sok yiiksek sicaklik uygulamasina gore daha
yiiksek oldugu belirlenmistir (Sekil 4.14.). Cesitlerin prolin miktarina bakildiginda, her
iki uygulamada da R. Hope ¢esidinin prolin miktarinin CG 3 g¢esidine gore yiiksek
bulundugu goézlenmistir. Kademeli yiiksek sicaklik uygulamasinda ¢esitlerin prolin
miktar1 43°C’ye kadar artis gostermis, 43°C’den sonra diismiistiir. Sok sicaklik
uygulamasinda ise, R. Hope ¢esidinin prolin miktar1 43°C’de belirgin bir artis
gosterdikten sonra sicaklik artisina bagl olarak azalmistir. CG3 ¢esidinin prolin miktar
49°C’ye  kadar artmis, 49°C’den sonra azalmaya baslamistir.  Sicaklik
uygulamalari®*¢esit, sicaklik uygulamalari®*sicakliklar, c¢esit*sicakliklar, sicaklik
uygulamalari*¢esit*sicakliklar interaksiyonlar1 istatistiki olarak onemli bulunmustur

(EK-12).
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Sekil 4.14. Kademeli ve sok yiiksek sicaklik uygulamalarina bagli olarak cilek
cesitlerinin prolin miktar1 (uM/g TA). Dikey barlar tekerriirlerin + SS’larmi
gostermektedir.

4.6.2. Toplam coziinebilir protein miktari

Sekil 4.15. genel olarak incelendiginde; uygulanan kademeli ve sok yiiksek
sicakliklarin, toplam protein miktart lizerine etkisinin farkli oldugu goézlenmistir.
Yapilan bu c¢alismada kademeli yliksek sicaklik uygulamasinda kontrol ve 35°C’ler
arasinda cesitlerin protein miktarlar1 arasinda istatistiksel olarak bir fark goriilmezken,
35°C’den sonra protein miktarinin azalmaya basladigi ve CG3 ¢esidinin toplam protein
miktarmin biitiin sicaklik uygulamalarinda R. Hope ¢esidine gore daha az oldugu

belirlenmistir. Sok yiiksek sicaklik uygulamasinda gesitlerin toplam protein miktari,
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49°C’ye kadar ¢ok belirgin olmamakla beraber azalma gostermistir. Ancak, 49°C’den
sonra protein miktarinda ani bir sekilde diisiis gozlenmistir. Kademeli yiliksek sicaklik
uygulamasinda oldugu gibi ¢esitlerin protein miktar1 karsilastirildiginda, genel olarak R.
Hope ¢esidinin protein miktarinin CG3’e gore daha fazla oldugu goriilmistiir. Sicaklik
uygulamalari*gesit, sicaklik uygulamalari*sicakliklar, c¢esit*sicakliklar, sicaklik

uygulamalari*¢esit*sicakliklar interaksiyonlar: istatistiki olarak 6nemli bulunmustur
(EK-13).

B CG3
[ R. Hope

Toplam goziinebilir protein (mg/gTA)
I|awapey

Toplam gdziinebilir protein (mg/gTA)
yos

Kontrol 35 40 43 45 49 52 a5 &0

Sicakhik (°C)

Sekil 4.15. Kademeli ve sok yiiksek sicaklik uygulamalarina bagl olarak c¢ilek
cesitlerinin toplam ¢o6ziinebilir protein miktar1 (mg/gTA). Dikey barlar tekerriirlerin +
SS’larin1 géstermektedir.
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4.6.3. SDS-PAGE

Sekil 4.16°da kademeli yiiksek sicaklik uygulamalarina bagli olarak R. Hope ve CG3
cesidinin toplam protein profilleri gosterilmistir. Cesitlerin profili incelendiginde;
kontrol, 35, 40 ve 43°C’lerde yaklasik 65 kDa biiyiikliiglinde, muhtemelen yapisal
proteinlerden olusan bir protein bandi gozlenirken, ayni bant 46, 49, 52, 55 ve
60°C’lerde gbzlenememistir. Bunun yaninda; yaklasik 40 kDa biiyiikliigiinde bir protein
bandi R. Hope’da 49, 52 ve 55°C’lerde, CG3’te ise 49 ve 52°C’de belirlenmistir.
Ayrica, R. Hope’da 43°C’den, CG3’te ise 46°C’den itibaren yaklasgitk 23 kDa
biiyiikliigiinde bir diger protein band1 saptanmustir.

Redlands Hope CG3
2
a7z "‘
66.2 ”
-—-—.~~ ——— v e S <65 kDa
45.0
e
<40 kDa
31.0Q
Fzinah
ot <23kDa
215) e s
kDa MA Kont. 35 40 43 46 49 52 55 60 Kont. 35 40 43 46 49 52 55 60

Sicaklik Uygulamalari (°C)

Sekil 4.16. Kademeli yiiksek sicaklik uygulamalarina bagli olarak cilek cesitlerinin
SDS-PAGE protein profilleri. MA: Molekiiler agirlik standardi (kDa).

Sekil 4.17. incelendiginde sok sicaklik uygulamasinin kademeli sicaklik uygulamasina
gore cesitlerin toplam protein profillerine etkisinin farkli oldugu belirlenmistir. R. Hope
ve CG3 cesidinde, kontrol, 35, 40, 43, 46 ve 49°C’lerde, kademeli yiiksek sicaklik
uygulamasinda da gozlenen yaklasik 65 kDa biiytikliigiinde protein band1 belirlenmistir.
Bu bant daha yiiksek sicakliklarda gozlenememistir. Kademeli yliksek sicaklik
uygulamasinda gozlenen 40 kDa’luk protein bandi R. Hope’da 49, 52 ve 55°C’lerde
goriiliitken CG3’te ise 49 ve 52°C’de goriilmiistiir. Varligi kademeli yiiksek sicaklik
uygulamasinda da tespit edilen 23 kDa’luk protein bandi, yogunlugu daha diisiik
olmakla birlikte sok yiiksek sicaklik uygulamasinda da saptanmistir.
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Sekil 4.17. Sok yiiksek sicaklik uygulamalarina bagli olarak cilek cesitlerinin SDS-
PAGE protein profilleri. MA: Molekiiler agirlik standardi (kDa).

4.6.4. Immunoblot (Western blot) analizi

Immunublot analizleri sonucunda, kullanilan HSP 70 antikoru ile g¢ilek yaprak
dokularinda yiiksek sicaklik stresine bagli olarak herhangi bir proteinin varlig
saptanamamistir. Dolayistyla burada HSP 60 antikoru uygulamalarininin sonuglarina
yer verilmistir.

a)

Redlands Hope CG3

Kont. 35 40 43 46 49 52 55 60 Kont.35 40 43 46 49 52 55 60

b)
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T 700 mCG3
c OR.
:<° 600 4 R. Hope
& 500 -
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heell 1N 1 s
Kontrol 35 40 43 46 49 52 55 60
Sicakliklar (°C)

Sekil 4.18. Kademeli yliksek sicaklik uygulamalarina bagh olarak c¢ilek c¢esitlerinde 23
kDa HSP 60 proteininin goriiniimii (a) ve 23 kDa 1s1 soku proteinin bant yogunlugu (b).
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Kademeli yiiksek sicaklik uygulamasina bagli olarak belirlenen 1s1 soku proteininin
durumu Sekil 4.18’da gosterilmistir. Buna gore, yogunlugu cesitlere ve yiiksek sicaklik
derecesine gore degisen yaklasik 23 kDa’luk bir HSP 60 proteini tespit edilmistir. Sekil
4.18.’da goriildiigi gibi, 23 kDa HSP 60 proteinin R. Hope’da kontrol, 35 ve 40°C’lerde
diisiik yogunluklarda oldugu, 43°C’den itibaren yogunlugun artmaya basladigi, 46°C’de
en yiiksek diizeye ulastigr 49, 52 ve 55°C’lerde azalmaya basladigr ve 60°C’de ise
minimum seviyeye diistiigli belirlenmistir. CG3’te ise yogunlugun 46°C’de arttig1 49 ve
52°C’lerde yavas yavas azalmaya basladigi, 55 ve 60°C’lerde ise protein sentezinin
oldukca geriledigi gozlenmistir. Genel olarak tiim sicaklik derecelerinde R. Hope

¢esidindeki HSP 60 sentezinin CG3’e gore daha yogun oldugu gbzlenmistir.

Sekil 4.19°da sok yiiksek sicaklik uygulamasina bagli olarak Western blot analizleri
sonucu saptanan 1s1 soku proteininin durumu gosterilmistir. Buna gore, yogunlugu
cesitlere ve yiiksek sicaklik derecesine gore degisen yaklasik 23 kDa’luk HSP 60

proteininin varlig1 tespit edilmistir.

a)
Redlands Hope CG3
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Sekil 4.19. Sok yiiksek sicaklik uygulamalarina bagl olarak ¢ilek ¢esitlerinde 23 kDa
HSP 60 proteininin goriiniimii (a) ve 23 kDa 1s1 soku proteinin bant yogunlugu (b).
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Sekil 4.19. incelendiginde, 23 kDa HSP 60 proteinin her iki gesitte de kontrol, 35, 40 ve
43°C’lerde diisiik yogunluklarda oldugu, 46°C’den itibaren yogunlugun artmaya
basladig1 belirlenmistir. Protein sentezinin, R. Hope’da 52°C’ye kadar artis gosterdigi
ve 55 ve 60°C’lerde azaldigr belirlenmistir. CG3’te ise, sentezin 49°C’de en yiiksek
diizeye ulastigt ve sonraki sicakliklarda giderek azaldigi tespit edilmistir. Kademeli
yiiksek sicaklik uygulamasinda oldugu gibi sok yliksek sicaklik uygulamasinda da tiim
sicaklik derecelerinde R. Hope ¢esidindeki HSP 60 sentezinin CG3’e gore daha yogun

oldugu gozlenmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bahge bitkileri yetistiriciliginde, bitki tiir veya cesitlerinin yetistirilmesini sinirlayan en
onemli g¢evresel faktorlerin basinda sicaklik gelmektedir. Son yillarda artan kiiresel
isinma ile birlikte sicaklik stresi, ozellikle 1liman iklim bolgelerinde verim ve kuru
madde oran1 kayiplarinin en 6nemli nedenleri arasinda yer almaktadir (Levitt 1980,
Giaveno ve Ferrero 2003, Wahid ve ark. 2007). Bu yiizden, bitkilerde tiirler hatta
cesitlerin yiiksek sicakliga toleranslarinin belirlenmesi gelecekte yliksek sicakliga
tolerant tiir ve cesitlerin gelistirilmesi ve verimli bir yetistiricilik yapilabilmesi
acisindan Onem arz etmektedir. Iliman iklim bitkisi olarak 10-26°C’ler arasinda
optimum gelisme gosteren, acgik alanlarda ve ortii altinda yetistirilen ¢ilek bitkisi de sik
sik yiiksek sicakliga maruz kalmaktadir. Pek cok bitki tlirlinde oldugu gibi ¢ilek
bitkisinin yliksek sicakliga toleransi konusunda da mevcut bilgiler yetersiz kalmaktadir.
Bu nedenle, mevcut tez calismasinda c¢ilek bitkisinde yiiksek sicakliga tolerans
bakimindan genotipsel farliliklarin fizyolojik ve molekiiler biyolojik diizeyde ortaya

konmasinin yanisira bitkilerin yiiksek sicakliga alisma durumlar incelenmistir.

Bitkilerde stresten sonra hiicrelerde meydana gelen geri doniisiimsiiz zararlanmalarin ilk
belirtisi hiicre zarinda olusmaktadir. Bu zararin iyon sizintisi yontemiyle Sl¢iilmesi
bitkinin strese toleransinin belirlenmesinde ¢ok dnemlidir ve sicaklik stresi basta olmak
tizere bir¢ok stres faktoriine karsi toleransin tespitinde kullanilmaktadir (Arora ve ark.
1992, Liu ve Huang 2000, Anderson 2002, Giilen ve Eris 2003, 2004). Stres sirasinda
hiicrede biriken H,O, miktar1 hiicresel zararlanmanin bir diger gostergesidir. Bu
calismada da iyon sizintisina bagli olarak hiicresel zararlanmanin sicaklik artigina
paralel olarak arttigi, kademeli yiiksek sicaklik uygulamasinda her iki c¢esidin
zararlanma orani1 43°C’den sok sicaklik uygulamasinda ise 49°C’den itibaren artmaya
basladig1 belirlenmistir. Bu durum kademeli yiiksek sicaklik uygulamasinda 6rneklerin
yiiksek sicakliga daha uzun siire maruz kalmalarindan kaynaklanabilmektedir. Ayni
sekilde sicaklik artisina paralel olarak H;O; birikiminin arttii, ancak zararlanma
oraninda oldugu gibi kademeli yiliksek sicaklik uygulamasinda oOrneklerin yiiksek
sicakliga maruz kalma siirelerine bagli olarak H;O, miktarlarinin sok sicaklik

uygulamasina gore daha yiiksek seviyelerde oldugu goriilmiistiir. Hiicresel
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zararlanmanin kademeli ve sok yiiksek sicaklik uygulamalarinin her ikisinde de iyon
sizintis1 ve HyO; birikiminin yiiksek sicakliga hassas olan CG3 ¢esidinde tolerant olan
R. Hope ¢esidine gore daha fazla oldugu tespit edilmistir. Giilen ve Eris (2003)
‘Camarosa’ ¢ilek cesidinde yaptiklar aragtirmada kademeli yiliksek sicaklik uygulamasi
yapilan bitkilerdeki zararlanma oraninin sok yiiksek sicaklik uygulamasina gore daha
diisiik oldugunu, bunun nedeninin de bitkilerin kademeli sicaklikta termotolerans
kazanmasindan kaynaklanabilecegini bildirmislerdir. Daha Once yapilan calismalarda
oldugu gibi (Giilen ve ark., 2007; Kesici, 2009), her iki sicaklik uygulamasinda da CG3
cesidindeki hiicresel zararlanmanin R. Hope c¢esidine gore daha fazla oldugu

belirlenmistir.

Enzimatik olmayan antioksidanlardan AsA elektron verebilme kabiliyeti nedeniyle pek
¢ok ROS’un temizleyicisidir. GSH, stres durumunda olusan serbest radikallerle
reaksiyona girerek enzimlerin SH gruplarinin okside olmasini 6nler. Bu antioksidanlar
stresin olusturabilecegi hasari gidermede rol oynamaktadirlar (Foyer, 1993, Lamb ve
Dixon 1997). AsA miktar1 kademeli ve sok yiiksek sicaklik uygulamalarmma gore
degisim gostermekle birlikte herhangi bir artis veya azalis egilimi gostermemistir.
Bunun  nedeni, hiicrede ROS’larin  birikimiyle ve bunlarin  ortamdan
uzaklastirllmalarinda baska savunma mekanizmalarimin da devreye girmesi ile ilgili
olabilmektedir. Yine GSH miktarinin yliksek sicaklik uygulamalarina bagli olarak
artmasiin nedeni de ortamdaki ROS’larin seviyesinin artmasindan ve hiicrenin buna
tepki  olarak  koruyucu antioksidanlardan GSH  {iretimini  arttirmasindan
kaynaklanabilmektedir. GSH miktarinin genelde CG3 ¢esidinde daha yiiksek
miktarlarda bulunmasi bu olasilig1 gii¢lendirmektedir. Benzer sekilde fasulyede ytiksek
sicaklik stresi, boriilcede ise kuraklik stresi sonucu bitkilerde AsA seviyelerinin arttig1
ve artisin tolerant genotiplerde belirgin bir bigimde ortaya ¢iktig1 belirtilmistir (Nagesh
Babu ve Devaraj 2008, Nair ve ark. 2008). Bezelye ve misirda ise yiiksek sicaklik
uygulamalarinin GSH miktarim arttirdigi belirlenmistir (Nieto-Sotelo ve Ho, 1986).

Enzimatik antioksidanlardan APX, yiiksek bitkilerin kloroplastlarinda SOD tarafindan

iiretilen HyO,’nin temizlenmesinden; yine ayni sekilde CAT’lar da hiicrelerde yiiksek

sicaklik stresi sirasinda onemli miktarlarda biriken ve hiicre i¢in toksik etkileri bulunan
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H,02’yi oksijen ve suya doniistiirerek, zararli etkilerinin ortadan kaldirilmasindan
sorumludurlar (Asada 1992). Enzimlerin tiyol gruplarini koruyan GSH, NADPH’a bagh
reaksiyon olarak GR tarafindan yenilenmektedir (Arora ve ark. 2002). PRX’ler, H,0;’yi
kullanarak ¢ok sayida aromatik bilesenlerin dehidrojenasyonunu katalizlerler ve SOD
ve CAT’larla birlikte bitki hiicrelerinde koruyucu enzim kompleksinin pargasini
olustururlar (Bergmeyer ve Grabl 1983, Bakardjieva ve Christov 1996). Kademeli
yiiksek sicaklik uygulamasinda iki ¢esidin de APX aktivitesi 46 ve 49°C’de artis
gostermis daha sonra azalmaya baslamistir. Benzer sekilde CAT aktivitesi de R. Hope
cesidinde 43°C’de en yiiksek diizeye ulastiktan sonra 46 ve 49°C’lerde bitkilerin yiiksek
sicakliklara aligmastyla aktivitede bir miktar azalma goriilmiistiir. Ancak, daha yiiksek
sicakliklarda ise zararlanma oranimin ve ROS’larin yogun olarak artmasiyla birlikte
aktivite tekrar artmistir. CG3’te ise 49°C’de en yiiksek diizeye ulasan CAT aktivitesi
daha yiiksek sicakliklarda giderek azalmigtir. Bu durum CG3 ¢esidinin artan sicakliklara
alisamamasindan kaynaklanmaktadir. Sok sicaklik uygulamasinda ise enzim aktiviteleri
belirgin bir artma veya azalma egilimi gostermemislerdir. GR enzim aktivitesinde
uygulama sekline ve sicakliklara gore bir degisiklik saptanamamasi, bu enzimin ¢ilek
bitkisinde antioksidatif savunma mekanizmasinda etkin bir roliiniin bulunmadigini
gostermektedir. PRX aktivitesinin 6zellikle kademeli yiiksek sicaklik uygulamasinda
35, 40 ve 43°C’lerde yogun olmasi ve daha sonra aktivitenin giderek azalmasi ¢ilek
cesitlerinde yliksek sicakliga tepkilerin ilk olarak bu enzimle basladigin1 devaminda ise
diger enzimlerle (APX ve CAT) devam ettigini diisiindiirmektedir. Yine aktivitenin
CG3 ¢esidinde daha yogun olmasi bu ¢esitteki ROS birikiminin daha fazla olmasindan
kaynaklanabilecegini gostermektedir. Bu g¢alismadakine benzer sekilde birgok bitki
tiriinde yliksek sicaklik stresi kosullarinda, uygulama sicakligr ve siiresi ile birlikte
APX aktivitesinin artig gosterdigi belirlenmistir (Chaitanya ve ark. 2001, Anderson
2002, Almeselmani ve ark. 2006, Yin ve ark. 2008). Dutta ve zambaklarda yapilan
caligmada artan sicaklik ve sicaklik siiresi ile birlikte CAT aktivitesinin de arttigi
(Chaitanya ve ark. 2001, Yin ve ark. 2008), ancak bunun aksine uzun ¢ayirotu, mavi
¢im ve biberde yiiksek sicaklik kosullarinda CAT aktivitesinin azaldig: bildirilmistir
(Jiang ve Huang 2001, Anderson 2002). Yiiksek sicaklik stresi sirasinda pek ¢ok bitki
tirinde GR aktivitesinin arttig1 bildirilmesine ragmen (Kurganova ve ark. 1999,

Chaitanya ve ark. 2001, Kocsy ve ark. 2004), baz tiirlerde kontrole gore degismedigi
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(Yin ve ark. 2008) ya da azaldig1 (Jiang ve Huang 2001) bildirilmistir. ‘Camarosa’ ¢ilek
¢esidinde yapilan ¢alismada ise, 45°C’ye kadar PRX aktivitesinin sicaklik artigina bagl
olarak arttig1 rapor edilmistir (Giilen ve Eris 2004).

Yiiksek sicakliga adaptasyon konusunda ileri siiriilen hipotezlerden biri de, protein
tesviki ve farklilasmis protein fonksiyonunu kapsayan bazi mekanizmalarin varligidir
(Teeri 1980). Bitkilerde, strese kars1 savunmada rol oynayan protein metabolizmasinda
bazi aminoasitlerin rolii biiyiiktiir. Bir aminoasit olan prolinin hiicrede koruyucu
gorevleri olup, strese toleransta etkili oldugu bildirilmektedir (Srinavas ve
Balasubramanian 1995, Mani ve ark. 2002, Ashraf ve Foolad 2007). Stres kosullarinda
prolin birikimi pek ¢ok bitki tiiriinde stres toleransiyla alakalidir ve genellikle birikimin
strese tolerant olan bitkilerde hassas olanlara gore daha fazla oldugu rapor edilmistir
(Ahmad ve ark. 1981, Madan ve ark. 1995, Chaitanya ve ark. 2001, Hsu ve ark. 2003).
Baz1 caligmalar ise, stres kosullarindaki konsantrasyon artiginin bir iiriin oldugunu ve
strese adaptasyonla ilgisi olmadigint bildirmektedir (Ashraf ve Foolad 2007). Bu
calismada da kademeli yiiksek sicaklik uygulamasinda prolin miktarinin 6zellikle 43 ve
46°C’lerde her iki cesitte de yogun olarak artmasi ve birikimin tolerant olan R. Hope
cesidinde daha yiiksek olmasi cilekte prolinin yiliksek sicakliga adaptasyonla ilgisi
olabilecegini gostermektedir. Kesici (2009) yaptigr calismada yiiksek sicaklik
kosullarinda ¢ilek cesitlerinin 45°C’den itibaren turgor kayiplarinda artislar oldugunu,
belirlemistir. Bu ¢alismada da prolin miktarinin 43°C’de her iki ¢esitte de maksimuma
ulasmasi, bu sicaklik derecesinde yiiksek sicakliga bagl su kayiplarinin artmasindan ve
bitkilerin su kaybini azaltma amaciyla osmotik bir diizenleyici olan prolin sentezini
arttirmalarindan kaynaklanabilmektedir. Ayrica HSP 60 sentezinin de bu sicaklik
derecesinden itibaren 6zellikle R. Hope ¢esidinde artmasi, prolinin yliksek sicakliga

adaptasyonda etkili olabilecegini gdstermektedir.

Cilek bitkisinde yapilan arastirmalarda cesitli stres kosullarinda toplam protein
igeriginin azaldig1 bildirilmistir. Ornegin; ‘Chandler’, ‘Camarosa’ ve ‘Tioga’ ¢ilek
cesitlerinde tuz stresi kosullarinda toplam protein igeriginin kontrole gore azaldigi rapor
edilmistir (Giilen ve ark. 2006). Giilen ve Eris (2003, 2004) ‘Camarosa’, Ledesma ve
ark. (2004) ise ‘Nyoho’ ve ‘Toyonaka’ ¢ilek ¢esiditlerinde sicaklik artisina bagli olarak
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toplam protein miktarinin azaldigini, buna karsilik artan sicakliklara tepki olarak yeni
proteinlerin sentezlendigini bildirmistir. Ayrica, kademeli yiiksek sicaklik uygulanan
cilek bitkilerinin sok yiiksek sicaklik uygulamasina gore sicaklik stres toleransinda artis
oldugu, bunun da muhtemelen kademeli yiiksek sicaklik uygulamasinda bazi
proteinlerin sentezlenmesinden kaynaklanabilecegi bildirilmistir (Giilen ve Eris 2003).
Bu caligmada yiiksek sicakliga hassas olan CG3 ve tolerant olan R. Hope cesidi
arasindaki genotipsel farkliliklar toplam ¢o6zilinebilir protein igerigi acisindan da
irdelenmistir. Kademeli ve sok yiiksek sicaklik uygulamalarinin her ikisinde de dnceki
caligmalara benzer sekilde sicaklik artisina bagli olarak toplam ¢oziinebilir protein
iceriginin azaldig1 belirlenmistir. Buradaki azalmanin kademeli yiiksek sicaklik
uygulamasinda 43°C’den, sok yiiksek sicaklik uygulamasinda 49°C’den itibaren
basladigr gozlenmistir. Kademeli yiiksek sicaklik uygulamasindaki azalmanin sok
yiiksek sicaklik uygulamasina gore daha keskin bir sekilde olmasi, kademeli yiiksek
sicaklik uygulamasinda, sicaklik uygulama siiresinin kesintisiz bir sekilde devam
etmesinden kaynaklanabilmektedir. Bu durum bazi arastirmacilarin da belirttigi gibi
uzun siireli daha diisiik sicakliklarin, kisa stireli yiiksek sicaklik kadar ¢ok zarara yol
acabileceginden kaynaklanabilmektedir (Larcher 1995, Peet ve Willits 1998). Genel
olarak her iki uygulamada da hassas olan CG3 g¢esidinin toplam ¢6ziinebilir protein

icerigi tolerant olan R. Hope cesidine gore daha diisiik seviyelerde bulunmustur.

Toplam ¢6ziinebilir protein sonuglarindaki benzerlik SDS-PAGE analizlerinde de
goriilmistir. SDS-PAGE’e gore 65 kDa’luk muhtemelen yapisal proteinlerden olusan
baskin bir protein bandinin kademeli yiiksek sicaklik uygulamasinda 43°C’den, sok
yiiksek sicaklik uygulamasinda ise 49°C’den itibaren giderek azalmaya basladig1 ve 55
ve 60°C sicakliklarda neredeyse tamamen kayboldugu saptanmistir. Protein bantlarinda
yiiksek sicakliga bagli meydana gelen bu azalma, artan sicakliklarda protein yapisinin
bozulmasindan kaynaklanabilmektedir. Ote yandan yaklasik 40 kDa ve 23 kDa oldugu
tahmin edilen iki proteinin ise yliksek sicaklik derecelerinde (46°C’den itibaren)
biriktigi belirlenmistir. Ayn1 protein bantlarindaki benzer farkliliklar yogunluklar1 daha
diisiik olmakla birlikte sok yiiksek sicaklik uygulamalarinda da saptanmastir.

70



Bitkiler optimumun disinda kalan sicakliklara maruz kaldiklarinda, normal hiicresel
proteinler azalmakta ve HSP’lerin sentezi artmaktadir (Vierling 1991, Parsell ve
Lindquist 1993, Giilen ve Eris 2004). Benzer sekilde diisiik sicakliklarda dehidrasyon
stresinde dehidrin grubu proteinlerin de etkili oldugu, bunlarin hiicresel yapinin
zararlanmasint Onledigi ve enzimlerin aktivitelerini muhafaza ettigi belirtilmistir
(Svensson ve ark. 2002). Ornegin; zeytinde (Olea europea L.) diisiik sicaklik stresi
kosullarinda 23 ve 43 kDa’luk dehidrin proteinlerinin sentezlendigi, bunlardan 43 kDa
dehidrinin diisiik sicakliklara dayanimda onemli rolii bulundugu tespit edilmistir
(Cansev ve ark. 2009). Yapilan calismada immunoblot analizleri sonucu HSP 70
proteiniyle ilgili bir bulguya rastlanmazken; 23 kDa’luk HSP 60 proteininin kademeli
sicaklik uygulamasinda her iki g¢esitte de 46 °C’de en yiiksek diizeye ulastigi
belirlenmistir. Ledesma ve ark. (2004) peaHSP 17.7 antikoru kullanarak, ¢ilek bitkisinin
yaprak dokularinda 26 kDa’luk bir sHSP proteininin varligini tespit etmislerdir. Stres
konusunda 6nceden yapilan ¢aligmalarda ¢ilek bitkisinde HSP 60 proteini ile ilgili her
hangi bir bulguya rastlanmazken, i1spanakta (Spinacia oleraceae L.) agir metal stresi
kosullarinda HSP 60 ve HSP 70 proteininin birikiminin oldugu ve bunlarin kursun
kontaminasyonunda erken uyar1 i¢in kullanilabilecek olduk¢a hassas ve Onemli
markirlar oldugu bildirilmistir (Wang ve ark. 2011). Molekiiler agirliklar1 10—200 kDa
arasinda degisen HSP’ler, optimum veya kotii gelisme kosullarinda hiicresel dengenin
korunmasii saglar. Bunlar proteinlerin katlanmasindan, hiicre i¢i dagilimlarindan;
ayrica, stres kosullar1 altinda protein ve zarlarin dengelenmesinden ve yanlis katlanan
proteinlerin tekrar katlanmasindan sorumludurlar (Lindquist 1986, Lindquist ve Craig
1988, Forreiter ve Nover 1998, Schoffl ve ark. 1999, Ellis 2000). Bu ¢alismada da R.
Hope c¢esidinin HSP igeriginin her iki sicaklik uygulamasinda ve hemen hemen her
sicaklik kademesinde daha yogun olmasi, bu ¢esidin yiiksek sicakliklara karsi protein
metabolizmasini daha iyi kullanabildigini ve savunma mekanizmasinin daha giiclii

oldugunu ortaya koymaktadir.

Tiim sonuclar birbiriyle baglantili olarak degerlendirildiginde; HSP 60 sentezinin
46°C’de maksimuma ulagmasi yine ayni sekilde PRX aktivitesinin de 46°C’ye kadar
artis gostermesi daha sonra azalmaya baslamasi prolin birikimi ile de ortiismektedir. Bu

durum, gesitlerin kademeli yiiksek sicaklik uygulamasinda bu sicaklik derecesine kadar
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cok fazla zararlanmadan yiiksek sicaklik stresine karsi kendilerini koruyabildiklerini
gostermektedir. Ancak, bu sicaklik derecesinden sonra cesitlerin yiiksek sicakliga
verdigi tepkiler arasindaki farkliliklar toleranslarin1 ortaya koymustur. PRX
aktivitesinin 43°C’ye kadar CG3 ¢esidinde yiikksek bulunmasina karsin artan
sicakliklarda bu durumu devam ettirememesi; ancak R. Hope c¢esidinde artan
sicakliklarda bile aktivitenin devam etmesi bu cesidi daha tolerant hale getirmistir.
Ayrica, R. Hope c¢esidinin prolin miktarinin tiim sicaklik derecelerinde ve her iki
uygulamada da daha yiiksek olmasi da yine bu ¢esidin yiiksek sicakliklara daha tolerant
olmasini saglamistir. R. Hope ¢esidinde APX ve CAT aktivitesi i¢in de benzer durum
s6z konusu olmustur. Zararlanmanin her iki ¢esitte de 46 °C’den itibaren giderek
artmasi, bu sicaklik derecesinden itibaren 6nemli oranda artan APX ve CAT aktivitesine
ragmen, bu antioksidan enzimlerin hiicreleri korumada tek baglarina yetersiz
kalmalarinin sonucudur. Sonug olarak, cilek bitkisinde yiiksek sicaklik uygulamalarinin,
incelenen parametreler bazinda ciddi degisimlere neden oldugu, bu degisimlerin
uygulama sekline (kademeli ve sok), uygulama sicakliklarina ve gesitler arasindaki

genotipsel farkliliklara bagl olarak farkli seviyelerde meydana geldigi belirlenmistir.

Cilek bitkisinin yaprak dokularinda, yiiksek sicakliga toleransta genotipsel farkliliga
neden olan bulgular 6zet olarak asagida vurgulanmistir. Buna gore;

eKademeli yiiksek sicakllk wuygulamalarimin, bitkilerin yiiksek sicakhga
alismasini saglayarak tolerans gelistirmelerinde etkili odugu,

e Enzimatik olmayan antioksidanlardan AsA’in etkisinin bulunmadigl, buna
karsilik glutatiyonun etkili oldugu,

e Enzimatik antioksidanlardan APX ve CAT enzim aktivitelerinin sicakhk
artistyla birlikte arttigi ve bu enzimlerin sicaklik toleransinda énemli etkilerinin
bulundugu, ancak GR’nin etkisiz oldugu,

e Yiiksek sicaklik stresinde prolinin koruyucu rolii oldugu,

e Toplam ¢oziinebilir proteinlerin sicaklik artisina paralel olarak azaldigi, buna
karsilik baska bazi proteinlerinin sentezinin arttigi,

23 kDa’luk HSP 60 proteininin, yiiksek sicaklik stresine toleransin
saglanmasinda etkili oldugu,

belirlenmistir.
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SDS-PAGE ve immunoblot teknigi kullamlarak belirlenen 23 kDa HSP 60’in,
mevcut bilgilerimize gore cilekte ilk HSP 60 olmasi ve yiiksek sicakhiga toleransin
saglanmas1 konusunda markir ozelligi tasimas1 bakimindan o0zgiin degeri

bulunmaktadir.

Calismanin sonucunda yukarida Ozetlendigi iizere elde edilen orijinal veriler, ¢ilek
bitkisinde yiiksek sicaklik stresinin metabolik etkilerini ortaya koymasinin yani sira,
bitkilerde yiiksek sicakligin fizyolojik mekanizmasimin anlagilmasma da katkida
bulunmustur. Bdylece bu konuda ileriki asamada yapilmasi planlanan ¢ilekte yiiksek
sicaklik stresi sirasinda farkli ifade edilen genlerin tespiti ¢aligmasina temel olusturarak,
yiiksek sicaklik stresine tolerant ¢esitlerin gelistirilmesine yonelik ¢aligmalara yardimci

olacaktir.
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EKLER

EK-1 Zararlanma Oranlari (%) interaksiyon Tablosu

Kareler Ortalama
Kaynak Toplami SD | Kareler Top. F OD
Diizeltilmis Model 90951,989(a) | 31 2933,935 1494,396 | ,000
Kesisme 182827,943 1 182827,943 | 93123,145 | ,000
Sic. Uyg. 1386,442 1 1386,442 706,182 ,000
Cesit 965,587 1 965,587 491,820 ,000
Sicakliklar 79142,957 7 11306,137 | 5758,764 |,000
Sic. Uyg.* Cesit 1,897 1 1,897 ,966 ,329
Sic. Uyg.*Sic. 8848,252 7 1264,036 643,835 ,000
Cesit * Sic. 411,005 7 58,715 29,906 ,000
Sic. Uyg.* Cesit * Sic. | 195,849 7 27,978 14,251 ,000
Hata 125,651 64 1,963
Toplam 273905,583 | 96
Diizeltilmis Toplam 91077,640 95
SD: Serbestlik Derecesi, OD: Onem Derecesi (%5)
EK-2 H,0, Miktar1 (nmol/gTA) Interaksiyon Tablosu
Ortalama
Kareler Kareler
Kaynak Toplam1 SD Top. F OD
Diizeltilmis Model 6313,542(a) | 35 180,387 42,815 ,000
Kesisme 221770,917 1 221770,917 | 52638,045 | ,000
Sic. Uyg. 135,016 1 135,016 32,047 ,000
Cesit 1977,015 1 1977,015 469,251 ,000
Sicaklik 1925,429 8 240,679 57,126 ,000
Sic. Uyg.* Cesit 167,098 1 167,098 39,661 ,000
Sic. Uyg.* Sic. 1101,424 8 137,678 32,678 ,000
Cesit * Sic. 413,239 8 51,655 12,260 ,000
Sic. Uyg.* Cesit * Sic. | 594,322 8 74,290 17,633 ,000
Hata 303,345 72 4,213
Toplam 228387,804 | 108
Diizeltilmis Toplam 6616,888 107

SD: Serbestlik Derecesi, OD: Onem Derecesi (%5)
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EK-3 Toplam AsA Miktar1 (mg/gTA) interaksiyon Tablosu

Ortalama
Kareler Kareler
Kaynak Toplami SD Top. F OD
Diizeltilmis Model 43,386(a) |35 1,240 165,866 ,000
Kesisme 410,101 1 410,101 54874,095 | ,000
Sic. Uyg. 9,415 1 9,415 1259,795 ,000
Cesit ,256 1 ,256 34,193 ,000
Sicaklik 7,791 8 974 130,306 ,000
Sic. Uyg.* Cesit ,791 1 791 105,825 ,000
Sic. Uyg.* Sic. 7,315 8 ,914 122,342 ,000
Cesit * Sic. 13,363 8 1,670 223,500 ,000
Sic. Uyg.* Cesit * Sic. | 4,456 8 557 74,537 ,000
Hata ,538 72 ,007
Toplam 454,025 108
Diizeltilmis Toplam 43,924 107
SD: Serbestlik Derecesi, OD: Onem Derecesi (%5)
EK-4 Rediikte AsA Miktar1 (mg/gTA) interaksiyon Tablosu
Ortalama
Kareler Kareler
Kaynak Toplami SD Top. F OD
Diizeltilmis Model 22,953(@) |35 ,656 340,548 ,000
Kesisme 125,216 1 125,216 65022,943 | ,000
Sicaklik 5,682 8 ,698 362,347 ,000
Cesit 2,599 1 2,599 1349,381 ,000
Sic.Uyg. 5,026 1 5,026 2609,907 ,000
Cesit * Sic. 3,812 8 476 247,436 ,000
Sic.Uyg. * Sic. 2,681 8 ,335 174,019 ,000
Cesit * Sic.Uyg. ,051 1 ,051 26,341 ,000
Sic. * Cesit * Sic.Uyg. | 3,203 8 ,400 207,894 ,000
Hata ,139 72 ,002
Toplam 148,308 108
Diizeltilmis Toplam 23,092 107

SD: Serbestlik Derecesi, OD: Onem Derecesi (%5)
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EK-5 Toplam GSH Miktar1 (ug glutatiyon /gTA) interaksiyon Tablosu

Ortalama
Kareler Kareler

Kaynak Toplami1 SD Top. F OD
Diizeltilmis Model 41557,210(a) |35 1187,349 62,520 ,000
Kesisme 562742,099 1 562742,099 | 29631,031 |,000
Sic.Uyg. 6024,397 1 6024,397 317,213 ,000
Cesit 12809,412 1 12809,412 | 674,476 ,000
Sicaklik 8737,940 8 1092,243 57,512 ,000
Sic.Uyg. * Cesit 1554,552 1 1554,552 81,855 ,000
Sic.Uyg * Sic. 2566,705 8 320,838 16,894 ,000
Cesit * Sic. 7088,909 8 886,114 46,658 ,000
Sic.Uyg. * Cesit * Sic. | 2775,294 8 346,912 18,267 ,000
Hata 1367,399 72 18,992

Toplam 605666,708 108

Diizeltilmis Toplam 42924,608 107
SD: Serbestlik Derecesi, OD: Onem Derecesi (%5)
EK-6 APX Enzim Aktivitesi (umol /gTA) Interaksiyon Tablosu

Ortalama
Kareler Kareler

Kaynak Toplami SD Top. F OD
Diizeltilmis Model 51,542(a) |35 1,473 110,587 ,000
Kesisme 216,251 1 216,251 16239,407 | ,000
Sic.Uyg. 2,514 1 2,514 188,792 ,000
Cesit 4,664 1 4,664 350,216 ,000
Sicaklik 35,701 8 4,463 335,119 ,000
Sic.Uyg. * Cesit ,882 1 ,882 66,236 ,000
Sic.Uyg * Sic. 2,882 8 ,360 27,051 ,000
Cesit * Sic. 2,398 8 ,300 22,512 ,000
Sic.Uyg. * Cesit * Sic. | 2,501 8 ,313 23,479 ,000
Hata ,959 72 ,013

Toplam 268,752 108

Diizeltilmis Toplam 52,501 107

SD: Serbestlik Derecesi, OD: Onem Derecesi (%5)
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EK-7 Spesifik APX Enzim Aktivitesi (umol /mgprot.) interaksiyon Tablosu

Ortalama
Kareler Kareler

Kaynak Toplam1 SD Top. F OD
Diizeltilmis Model 121,007(a) 35 3,457 118,952 000
Kesigsme 294,987 1 294,987 | 10149,208 ,000
Sicaklik 67,503 8 8,438 290,311 ,000
Cesit 17,015 1 17,015 585,425 ,000
Sic. Uyg. ,098 1 ,098 3,377 ,070
Cesit * Sic. 15,712 8 1,964 67,572 | ,000
Sic.Uyg. * Sic. 10,422 8 1,303 44,820 ,000
Cesit * Sic.Uyg. 1,338 1 1,338 46,025 ,000
Sic.* Cesit * Sic.Uyg. 8,920 8 1,115 38,360 ,000
Hata 2,093 72 ,029

Toplam 418,088 108

Diizeltilmis Toplam 123,100 107
SD: Serbestlik Derecesi, OD: Onem Derecesi (%5)

EK-8 CAT Enzim Aktivitesi (umol /gTA) Interaksiyon Tablosu

Ortalama
Kareler Kareler

Kaynak Toplam1 SD Top. F OD
Diizeltilmis Model 117625,194(a) | 35 3360,720 446,932 | ,000
Kesisme 558693,902 1| 558693,902 | 74298,938 ,000
Sicaklik 51670,924 | 8 6458,866 858,944 | ,000
Cesit 10912,574 1] 10912,574 1451,229 ,000
Sic.Uyg 19607,054 1| 19607,054 2607,480 | ,000
Uyg. * Cesit 7653,953 8 956,744 127,234 ,000
Uyg. * Sic.Uyg. 21313,380 8 2664,173 354,300 ,000
Cesit * Sic.Uyg. 1447,076 1 1447,076 192,442 ,000
Uyg.* Cesit * Sic.Uyg. 5020,233 8 627,529 83,453 | 1,000
Hata 541,407 | 72 7,520

Toplam 676860,503 | 108

Diizeltilmis Toplam 118166,601 | 107

SD: Serbestlik Derecesi, OD: Onem Derecesi (%5)
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EK-9 Spesifik CAT Enzim Aktivitesi (nmol /mgprot.) Interaksiyon Tablosu

Ortalama
Kareler Kareler

Kaynak Toplami SD Top. F OD
Diizeltilmis Model 118200,458(a) | 35 3377,156 518,284 | ,000
Kesisme 514329,921 1| 514329,921 | 78932,915 ,000
Sic.Uyg. 2045,363 1 2045,363 313,897 ,000
Cesit 20402,593 1 20402,593 3131,135 ,000
Sicaklik 76247,736 8 9530,967 1462,693 ,000
Sic.Uyg. * Cesit 74,348 1 74,348 11,410 ,001
Sic.Uyg. * Sic. 9594,972 8 1199,372 184,065 ,000
Cesit * Sic. 5725,382 8 715,673 109,832 ,000
Sic.Uyg. * Cesit * Sic. 4110,063 8 513,758 78,845 ,000
Hata 469,155 | 72 6,516

Toplam 632999,534 | 108

Diizeltilmis Toplam 118669,613 | 107
SD: Serbestlik Derecesi, OD: Onem Derecesi (%5)

EK-10 GR Enzim Aktivitesi (nmol /gTA) Interaksiyon Tablosu

Ortalama
Kareler Kareler

Kaynak Toplami SD Top. F OD
Diizeltilmis Model 5,794(a) 35 ,166 12,294 ,000
Kesisme 3642,699 1 3642,699 | 270532,738 ,000
Sicc.Uyg. , 199 1 ,199 14,816 ,000
Cesit 412 1 412 30,626 ,000
Sicaklik 1,709 8 214 15,866 ,000
Sic.Uyg. * Cesit ,042 1 ,042 3,094 | ,083
Sic.Uyg. * Sic. ,336 8 ,042 3,118 ,004
Cesit * Sic. ,956 8 ,119 8,871 ,000
Sic.Uyg. * Cesit * Sic. 2,140 8 ,267 19,864 ,000
Hata ,969 72 ,013

Toplam 3649,463 108

Diizeltilmis Toplam 6,763 107

SD: Serbestlik Derecesi, OD: Onem Derecesi (%5)
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EK-11 Spesifik GR Enzim Aktivitesi (iinite/mgprot.) interaksiyon Tablosu

Ortalama
Kareler Kareler
Kaynak Toplam1 SD Top. F OD
Diizeltilmis Model 8,047(a) 35 ,230 12,705 | ,000
Kesisme 305,483 1 305,483 | 16881,346| ,000
Sic.Uyg. ,533 1 ,533 29,453 | ,000
Cesit ,654 1 ,654 36,161 | ,000
Sicaklik 1,395 8 174 9,635 ,000
Sic.Uyg. * ¢esit ,154 1 ,154 8,486 | ,005
Sic.Uyg. * Sic. 1,087 8 ,136 7,511,000
Cesit * Sic. 2,503 8 ;313 17,287 | ,000
Sic.Uyg. * Cesit * Sic. 1,721 8 215 11,888 ,000
Hata 1,303 72 ,018
Toplam 314,833 108
Diizeltilmis Toplam 9,350 107
SD: Serbestlik Derecesi, OD: Onem Derecesi (%5)
EK-12 Prolin Miktar1 (uM prolin/gTA ) interaksiyon Tablosu
Kareler Ortalama
Kaynak Toplam1 SD | Kareler Top. F OD
Diizeltilmis Model 65559053,869(a) | 35 | 1873115,825 189,120 ,000
Kesisme 71241246,752 1 71241246,752 | 7192,924 | ,000
Sic.Uyg. 13935171,438 1 13935171,438 | 1406,975 |,000
Cesit 4009420,908 |1 | 4009420908 | 404814 | .000
Sicaklik 23907266,848 8 2988408,356 301,727 .000
Sic.Uyg. * Cesit 81546,235 1 81546,235 8,233 005
Sic.Uyg.* Sic. 15518649,208 8 1939831,151 | ;g5 o5g 000
Cesit * Sic. 3813168036 |8 476646004 0027
Sic.Uyg. * Cesit * Sic. 4293831,196 8 536728,900 54’191 ,OOO
Hata 713113,338 72 1 9904,352 : :
Toplam 137513413,960 | 108
Diizeltilmis Toplam 66272167,207 107

SD: Serbestlik Derecesi, OD: Onem Derecesi (%5)
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EK-13 Toplam Céziinebilir Protein Miktar1 (mg protein/gTA ) Interaksiyon

Tablosu
Kareler Ortalama

Kaynak Toplami SD | Kareler Top. F OD
Diizeltilmis Model 85,365(a) 35 2,439 2136,698 | ,000
Kesigsme 201,056 1 201,056 | 176136,576 | ,000
Sic.Uyg. 1,761 1 1,761 1542,484 | 000
Cesit ,295 1 ,295 258,563 | ,000
Sicaklik 75,641 8 9,455 8283,217 | ,000
Sic.Uyg .* Cesit 311 1 311 272,387 | ,000
Sic.Uyg. * Uyg. 6,737 8 842 737,745,000
Cesit * Uyg. ,133 8 ,017 14,542 | ,000
Sic.Uyg. * Cesit * Uyg. [,487 8 ,061 53,369 | ,000
Hata ,082 72 ,001
Toplam 286,504 108
Diizeltilmis Toplam 85,447 107

SD: Serbestlik Derecesi, OD: Onem Derecesi (%5)
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