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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

TRITICUM AESTIVUM L. VE TRITICUM DURUM DESF.”UN BAZI CESITLERINDE
FOTOSENTETIK PIGMENT BiRiKiMi, HUCRE CANLILIGI
VE YUKSEK SICAKLIK SOKU PROTEINLERININ SENTEZI UZERINE
YUKSEK SICAKLIGIN ETKISI

Hakan TERZI
Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali
Danisman: Yrd. Do¢. Dr. Mustafa YILDIZ

Bu arastirmada, erken fide evresindeki 16 ekmeklik (Triticum aestivum L.) ve 14
makarnalik (Triticum durum Desf.) bugday cesidinin hiicre canliligi ve fotosentetik
pigment birikimi {izerine farkli sicaklik uygulamalarinin etkisi incelenmistir. Buna
ilaveten, farkli sicaklik uygulamalarina maruz birakilan bazi termal toleransli ve duyarl
ekmeklik ve makarnalik bugday cesitlerinin ilk yaprak dokularindan ekstrakte edilen
toplam ¢oziinebilir proteinlerin iki-yonlii (2-D) elektroforetik profillerindeki cesitlilik

belirlenmistir.

Hiicre canlilik [2,3,5-trifeniltetrazolium kloriir (TTC) indirgenme testi] testinde, ekmeklik
ve makarnalik bugday cesitlerinin 25°C’de biiyiitiilmiis 5 giinliik fideleri uyum (37°C, 24
sa) ve uyumu takiben 50°C’de 1 sa uygulamalarina maruz birakilmistir. Uyum sicakligina
gore uyumu takiben yiiksek sicaklik soku uygulamasinda TTC indirgenmesi Onemli
diizeyde azalmistir (P<0.05). Bu test kullanilarak cesitlerin termal tolerans seviyeleri
arasinda Onemli farkliliklar belirlenmistir. Zarar gormiis ilk yaprak dokularinda
gerceklestirilen TTC testinde, ekmeklik bugday cesidi Basribey-95 (%76.33) en yiiksek
termal toleransa sahipken, ekmeklik bugday cesidi Sonmez-2001’in (%7.91) en diisiik
termal toleransa sahip oldugu belirlenmistir. Ek olarak, tiim cesitlerin termal tolerans
degerlerinin ortalamasina (%30.86) gore ekmeklik bugday cesitlerinden Basribey-95,
Gerek-79, Ikizce-96, Bezostaya-1, Ceyhan-99, Gonen-98, Giin-91 ve makarnalik bugday



cesitlerinden Amanos-97, Ankara-98, Ege-88, Fuatbey-2000, Cakmak-79’un termal

tolerans degerleri ortalamanin {izerinde bulunmustur.

Fotosentetik pigment birikimi testinde, ekmeklik ve makarnalik bugday cesitlerinin 5
giinliik etiyole fideleri kontrol (25°C, 24 sa), uyum (37°C, 24 sa) ve uyumu takiben
yiiksek sicaklik soku (37°C, 24 sa—50°C, 1 sa) uygulamalarina maruz birakilmistir.
Karanliktaki sicaklik uygulamalarinmi takiben 25°C’de 24 sa siirekli 1518a maruz birakilan
fidelerde toplam klorofil (Klo a+b) ve karotenoidlerin pigmentasyonu belirlenmistir.
Ekmeklik ve makarnalik bugday ¢esitlerinde Klo a+b birikimi sicakligin artmasina bagl
olarak oOnemli diizeyde azalmistir (P<0.05). 37°C/25°C oraninda (%), Klo a+b
birikimindeki azalma ekmeklik bugday cesitlerinde %15.37’den (Ceyhan-99) %50.73’e
(Ikizce-96) aralanirken, bu azalma makarnalik bugday cesitlerinde %22.23’ten
(Gediz-75) %61.97’ye (Kiziltan-91) aralanmistir. 37—50°C/25°C oraninda (%) Klo a+b
birikimindeki azalma ekmeklik bugday cesitlerinde %32.13’den (G6nen-98) %60.06’ya
(Cumbhuriyet-75) aralanirken, bu azalma makarnalik bugday cesitlerinde %45.19’dan
(Ege-88) %67.14°e (Ankara-98) aralanmustir. Ilging olarak, Klo a+b birikimindeki
azalma bakimindan makarnalik ve ekmeklik bugday c¢esitleri 37°C/25°C  ve
37—50°C/25°C oranlarinda tiim ¢esitlerin ortalamalarinin (sirasiyla %32.44 ve %48.40)
altinda ve iizerinde benzer dagilim gostermistir. Karotenoidlerin pigmentasyonu bazi
cesitlerde kontrole gore yalnizca tek bir sicaklik uygulamasinda azalirken, bazi cesitlerde
kontrole gore her iki sicaklik uygulamasinda onemli diizeyde azalmistir. Buna karsin,
bazi ¢esitlerde karotenoidlerin  birikimi  yiiksek sicakliktan etkilenmemistir.
Klorofil/karotenoid orani genellikle sicakligin artisiyla kademeli olarak azalmistir.
37°C/25°C ve 37—50°C/25°C oranlarinda, klorofil/karotenoid oranindaki azalma (%)
makarnalik bugday cesitlerine gore ekmeklik bugday cesitlerinde genellikle daha diisiik

bulunmustur.

Protein analizlerinde, 37—50°C/25°C oraninda toplam klorofil birikimindeki azalma (%)
temelinde termal toleransli ekmeklik (Gonen-98) ve makarnalik (Ege-88) ile termal
duyarl1 ekmeklik (Cumhuriyet-75) ve makarnalik (Ankara-98) bugday cesitleri
secilmistir. Bugday cesitlerinin 5 giinliik fideleri farkli sicaklik uygulamalarina [25°C (24
sa), 37°C (24 sa) ve 37 (24 sa)—>50°C (1 sa)] maruz birakilmis ve sonra ilk yaprak
dokularindan ekstrakte edilen toplam coziinebilir proteinlerin profilleri iki-yonli (2-D)
elektroforezi (IEF/SDS-PAIJE) takiben giimiis boyama kullanilarak analiz edilmistir.

[lging olarak, sentezi kaybolan, yeni sentezlenen ve/veya sentezi belirgin olarak artan ya

il



da azalan proteinlerin tamamu diisiik molekiiler agirlikta (16.1-24.0 kDa) ve genellikle
asidik karakterdedir (pl 4.8-6.9). Bugday cesitlerinden G6nen-98’de 22.9 kDa (pI 6.4),
Ege-88’de 16.2 kDa (pl 6.0) ve Ankara-98’de 20.1 ve 20.7 kDa (pI 4.8) molekiil agirlikli
4 normal hiicresel protein kontrole gore her iki yiiksek sicaklik uygulamasinda
kaybolmustur. Buna ilaveten, Ankara-98 ¢esidinin kontrol uygulamasinda belirlenen iki
protein (23.0 kDa, pl 6.4 ve 23.8 kDa, pl 6.4) yalmzca 37—50°C uygulamasinda
kaybolmustur. Diger taraftan, cv. Gonen-98’de 16 yiiksek sicaklik soku proteini (YSSP)
(18.0-23.6 kDa, pl 5.4-7.8), cv. Cumhuriyet-75’de 11 YSSP (17.7-22.9 kDa, pl 6.0-7.1),
cv. Ege-88°de 14 YSSP (18.3-22.9 kDa, pI 6.0-7.8) ve cv. Ankara-98°’de 8 YSSP
(18.0-22.9 kDa, pl 6.0-6.4) kontrole gore 37°C ve/veya 37—50°C uygulamasinda yeni
sentezlenmigtir. Kontrol uygulamasinda belirlenen 3 normal hiicresel proteinin (16.1, 16.1
ve 23.0 kDa, pI 6.3, 6.4 ve 6.6) miktar yiiksek sicaklik uygulamalarinda belirgin sekilde
azalirken, bu proteinlerden 23.0 kDa (pI 6.4) protein Ankara-98’de yalnizca 37—50°C
uygulamasinda kaybolmustur. Bununla birlikte, cv. Gonen-98’de 23.6 kDa (pl 6.7)
proteinin miktar1 yiiksek sicaklik uygulamalarinda belirgin sekilde artmistir. Farkli sentez
durumlarindaki bu proteinlerin termal toleransin kazanilmasinda 6nemli rol oynadig ileri

siiriilebilir.
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ABSTRACT

Ms.Sc

EFFECT OF HIGH TEMPERATURE ON PHOTOSYNTHETIC PIGMENT
ACCUMULATION, CELL VIABILITY, AND SYNTHESIS OF HEAT SHOCK
PROTEINS IN SOME CULTIVARS OF TRITICUM AESTIVUM L.

AND TRITICUM DURUM DESF.

Hakan TERZI
Afyon Kocatepe University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Supervisor: Assistant Prof. Dr. Mustafa YILDIZ

In this research, the effects of different temperature treatments on cell viability and
photosynthetic pigment accumulation of 16 bread (Triticum aestivum L.) and 14 durum
(Triticum durum Desf.) wheat cultivars at early seedling stage were investigated. In
addition, the diversity in two-dimensional (2-D) electrophoretic profiles of soluble
proteins extracted from some thermotolerant and thermosensitive wheat cultivars

subjected to different temperature treatments was detected.

In cell viability [2,3,5-triphenyltetrazolium chloride (TTC) reduction test] test,
six-day-old seedlings of bread and durum wheat cultivars grown at 25°C were subjected
to acclimation (37°C, 24 h) and acclimation followed by 50°C for 1 h treatments. TTC
reduction was significantly decreased at acclimation followed by 50°C for 1 h compared
to acclimation treatment (P<0.05). The significant differences among thermal tolerance
levels of cultivars were determined using this test. It was determined that bread wheat
cultivar Basribey-95 (76.33%) has highest thermal tolerance, while bread wheat cultivar
Sonmez-2001 (7.91%) has lowest thermal tolerance in TTC test conducted in injured
primary leaf tissues. In addition, the thermal tolerance values (%) of some bread
(Basribey-95, Gerek-79, ikizce-96, Bezostaya-1, Ceyhan-99, Gonen-98 and Giin-91) and
durum (Amanos-97, Ankara-98, Ege-88, Fuatbey-2000 and Cakmak-79) wheat cultivars

were found higher than average (30.86%) of thermal tolerances of all cultivars.

v



In photosynthetic pigment accumulation test, five-day-old etiolated seedlings of bread
and durum wheat cultivars were subjected to control (25°C, 24 h), acclimation (37°C, 24
h), and acclimation followed by heat shock (37°C, 24 h—50°C, 1 h) treatments.
Following temperature treatments at dark, the pigmentation of total chlorophylls (Chl
a+b) and carotenoids was determined in seedlings exposed to continuous light at 25°C
for 24 h. The Chl a+b accumulation in bread and durum wheat cultivars was significantly
decreased with increasing temperature (P<0.05). At 37°C/25°C ratio (%), the decrement
in Chl a+b accumulation was ranged from 15.37% (Ceyhan-99) to 50.73% (ikizce-96) in
bread wheat cultivars, while this decrement was ranged from 22.23% (Gediz-75) to
61.79% (Kiziltan-91) in durum wheat cultivars. At 37—50°C/25°C, the decrement in Chl
a+b accumulation was ranged from 32.13% (G6nen-98) to 60.06% (Cumbhuriyet-75) in
bread wheat cultivars, while this decrement was ranged from 45.19% (Ege-88) to 67.14%
(Ankara-98) in durum wheat cultivars. Interestingly, bread and durum wheat cultivars
showed similar distribution at below and above of means of all cultivars at 37°C/25°C
(32.44%) and at 37—50°C/25°C (48.40%) ratios with respect to decrements in Chl a+b
accumulation. The pigmentation of carotenoids in some cultivars was decreased at only a
temperature compared to control, while it was significantly decreased at temperature
treatments compared to control in some cultivars. In contrast, the accumulation of
carotenoids was not affected by high temperature in some cultivars. In general, the
chlorophyll/carotenoid ratio was progressively decreased with increasing temperature. In
general, the decrement (%) in chlorophyll/carotenoid ratio was found lower in bread

wheat cultivars than durum wheat cultivars at 37°C/25°C and 37—50°C/25°C ratios.

In protein analysis, thermotolerant bread (Gonen-98) and durum (Ege-88) wheat cultivars
and thermosensitive bread (Cumhuriyet-75) and durum (Ankara-98) wheat cultivars were
selected based on decrement in accumulation of total chlorophylls at 37—50°C/25°C
ratio. Five-day-old seedlings of wheat cultivars were subjected to different temperature
treatments [25°C (24 h), 37°C (24 h) and 37°C (24 h)—50°C (1 h)] and then, the total
soluble proteins extracted from primary leaf tissues were analyzed by two-dimensional
(2-D) electrophoresis (SDS-PAGE) followed by silver staining. Interestingly, all of the
disappeared, newly synthesized and/or markedly increased or decreased proteins were in
low molecular weights (16.1-24.0 kDa) and generally acidic character (plI 4.8-6.9). Four
normal cellular proteins with molecular weight of 22.9 kDa (pl 6.4) in cv. Gonen-98, 16.2
kDa (pI 6.0) in cv. Ege-88, and 20.1 and 20.7 kDa (plI 4.8) in cv. Ankara-98 were

disappeared at both high temperature treatments compared to control. In addition, two



proteins (23.0 kDa, pI 6.4 and 23.8 kDa, pl 6.4) in Ankara-98 cultivar were disappeared
at only 37—50°C compared to control treatment. On the other hand, 16 heat shock
proteins (HSPs) (18.0-23.6 kDa, pI 5.4-7.8) in cv. Gonen-98, 11 HSPs (17.7-22.9 kDa, pl
6.0-7.1) in cv. Cumbhuriyet-75, 14 HSPs in cv. Ege-88 (18.3-22.9 kDa, pI 6.0-7.8) and 8
HSPs (18.0-22.9 kDa, plI 6.0-6.4) in cv. Ankara-98 were newly synthesized at 37°C
and/or 37—50°C treatments compared to control. The amounts of three normal cellular
proteins (16.1, 16.1, and 23.0 kDa; pl 6.3, 6.4, and 6.6) determined in control treatment
were markedly decreased at high temperature treatments, while 23.0 kDa (pl 6.4) protein
among these proteins was disappeared at only 37—50°C treatment in cv. Ankara-98.
However, the amount of 23.6 kDa (pl 6.7) protein was markedly increased at high
temperature treatments in cv. Gonen-98. It may suggest that these proteins at different

synthesis states play an important role in acquiring of thermal tolerance.
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1. GIRIS

Bugday, diinyada genis ekilis alam1 ve iiretimi acisindan diger kiiltiir bitkileri
arasinda ilk sirayr almaktadir (FAO 2003). Tirkiye’de ise yetistirilen kiiltiir
cesitleri arasinda ekilis alan1 en genis olan iriin bugdaydir (Kiin 1988). Bugday,
tek yillik bir bitki olup, her tiirli iklim ve toprak kosullarinda yetisebilecek cok
sayida cesitlere sahip olmasi, besleyici niteligi ve hammadde olarak kullaniminin
genisligi nedeniyle diinyanin hemen hemen her tarafinda yetistirilmektedir. Genis
adaptasyon yetenegine sahip bugday, 1liman ve serin iklimde ve sulamanin yeterli
oldugu sicak iklimlerde yetisebilmektedir (Akkaya 1994). Tim diinyada
besinlerden aliman kalorinin %20’sini olusturan bugday, diinya niifusunun

yaklasik %35’inin temel besin kaynagidir (Vasil et al. 1991).

Bitkisel iiretimde ilk sirayr alan bugdayin diinyadaki ekim alam1 204.6 milyon
hektar ve tiretimi 549.4 milyon ton iken, Tiirkiye’deki ekim alam1 9.4 milyon
hektar ve iiretimi ise 19 milyon tondur (FAO 2003). Bu baglamda, bugday
dinyada toplam tahil ekim alanimmin %32’sini ve iiretimin %35’ini
olusturmaktadir. Ayrica, Tiirkiye’de toplam tahil ekim alaninin %32’sinde
ekmeklik bugday ve %19’unda makarnalik bugday yetistirilmektedir (Anonim
2004).

Yiiksek sicaklik, kuraklik, tuzluluk ve kimyasal toksisite gibi abiyotik stres
kosullart ve oksidatif stres, diinyanin bir¢ok alaninda tarimi ve tarim alanlarini
tehdit etmektedir (Wang et al. 2003). Bitkilerin ortalama veriminin %50’den fazla
azalmasina neden olan abiyotik stres, diinyadaki tarimsal {iriin kaybinin birincil
nedenidir (Bray et al. 2000). Abiyotik stres morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal
ve molekiiler degisimlere neden olarak bitki biiyiime ve verimliligini olumsuz

etkilemektedir (Wang et al. 2001).

Yiiksek sicaklik bircok onemli tarimsal bitkinin verimliligini sinirlamaktadir
(Paulsen 1994, Ishag and Mohamed 1996). Bugday gelisimi ve verimi igin
optimum sicaklik 18-24°C araliginda olup, 28-32°C sicakliklara kisa siireli (5-6

giin) maruz kalma verimde %20 veya daha fazla azalmaya neden olmaktadir



(Stone and Nicolas 1994). Uyumlanmamis bugday cesitleri icin maksimum letal
sicaklik 47°C iken uyumlanan cesitlerde bu sicaklik 1°C daha yiiksektir (Drozdov
et al. 1984). Artan sicaklik bugday gelisiminin farkli evrelerini inhibe etmekte
(Ishag and Mohamed 1996) ve verimliligi olumsuz etkilemektedir (Paulsen 1994).
Toprak yiizey sicakliklarinin 50°C’yi astigi kurak ve yar1 kurak bolgelerde,
yiikksek toprak sicakligi bitki populasyonlarim1 Onemli diizeyde azaltmaktadir
(Setimela et al. 2005). Bir genotipin yiiksek sicaklikta hayatta kalma yetenegi
bitkinin tiir ya da cesidine, bitki gelisim evresine, hiicre tiplerinin hassasiyetine,

yiiksek sicakligin derecesi ve siiresine baglidir (Bray et al. 2000).

Bitkilerin yiiksek sicakliga cevap mekanizmalar1 ve kazanilan yiiksek sicaklik
toleransinda bu mekanizmalarin rollerinin belirlenmesi gerekmektedir. Bununla
birlikte, bugday genotiplerinde stres toleransinin gelistirilmesini kisitlayan 6nemli
nedenler bulunmaktadir. Bunlar:

a) Genotipler arasinda morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal
parametreleri iceren kompleks olaylar ve tiim agronomik parametreler
kullanilarak yapilan seleksiyonun etkinliginin arttirilmasindaki bazi
eksiklikler (Reynolds et al. 1998),

b) Islah programlarinda genotiplerin taranmasi i¢in etkili degerlendirme

metotlarinin azligidir (Setimela et al. 2005).

Bugday cesitleri artan sicakliklara farkli tepki gostermeleri ile birbirinden
ayrilirlar (Batts et al. 1998). Bu genotipik farkliliklar, ¢evresel stresler igin 1slah
calismalarinda olduk¢ca Onemlidir (Akkaya 1994). Uygun ve hizli test
sistemlerinin gelistirilmesi, bugday genotiplerinin yiiksek sicakliga toleranslarinin
degerlendirilmesi icin gereklidir. Tiir veya cesitler arasinda yiiksek sicaklik
toleransi agisindan genotipik cesitliligin belirlenmesinde, TTC indirgenme (Fokar
et al. 1998, Ibrahim and Quick 2001a) ve membran kararliligi-iyon sizintisi
(Saadalla et al. 1990, Ibrahim and Quick 2001b) gibi hiicre canlilig1 testlerinin
yani sira klorofil birikimi (Burke 1998), fotosentez (Karim et al. 1999) ve klorofil
a fliioresanst (Dash and Mohanty 2001) gibi test sistemleri kullanilmaktadir.

Bununla birlikte, yiiksek sicaklik stresine cevap olarak yiiksek sicaklik soku



faktorlerinin (YSSF) transkripsiyon ve translasyonu ile yiiksek sicaklik soku
proteinlerinin (YSSP) ifadesindeki genotipik farkliliklarin (Skylas et al. 2002,
Simdes-Aratjo et al. 2003, Yildiz and Terzioglu 2006a, b) yam sira proteomik
calismalarin yapilmasi da dnemlidir (Rizhsky et al. 2004, Busch et al. 2005).

Bu aragtirmada, Tiirkiye’de ekimi yapilan 16 ekmeklik (Triticum aestivum L.) ve
14 makarnalik (Triticum durum Desf.) bugday cesidinin erken fide evresinde
farkli sicaklik uygulamalarina maruz birakilan fidelerin ilk yaprak dokularinda
hiicre canliligi [2,3,5-trifeniltetrazolium kloriir (TTC) indirgenme testi] ve
fotosentetik  pigmentlerin  (klorofil a, b ve karotenoidler) birikimi
degerlendirilmistir. Diger taraftan, 37—50°C/25°C oraninda (%) klorofil a+b
birikimindeki azalma bakimindan tiim cesitlerin ortalamasina (%48.40) gore en az
klorofil kaybeden ve termal toleransh olarak kabul edilen ekmeklik Génen-98
(%32.13) ve makarnalik Ege-88 (%45.19) bugday cesitleri ile en fazla klorofil
kaybeden ve termal duyarli olarak kabul edilen ekmeklik Cumhuriyet-75
(%60.06) ve makarnalik Ankara-98 (%67.14) bugday cesitleri farkli sicaklik
uygulamalarina maruz birakilmis ve ilk yaprak dokularindan izole edilen toplam
¢oOziinebilir proteinlerindeki genotipik cesitlilik iki-yonlii (2-D) SDS-poliakrilamid
jel elektroforezi (IEF/SDS-PAIJE) teknigi ile analiz edilmistir.



2. LITERATUR BIiLGILERI

2.1 Kiiltiir Bugdaylarmin Sistematigi ve Yayilisi

Kiiltir bugday1 olan Triticum L. cinsi, Cyperales ordosu, Gramineae
(Poaceae=Bugdaygiller) familyasinin Triticeae oymaginda yer almaktadir. Temel
kromozom sayist 7 olan bugdayin diploid (2n=14), tetraploid (2n=28) ve
hekzaploid (2n=42) gruplan vardir. Kiiltiir bugdayi, kaplica grubu (tek daneliler =
monoccoca = diploidea), gernik grubu (iki daneliler = dicoccoidea = tetraploidea)
ve spelta grubu (ekmeklik bugdaylar = hexaploidea) olarak iice ve her grup kendi
icinde “yabani”, “kavuzlu kiiltiir formu” ve “ciplak daneli kiiltiir formu” olarak
tekrar iice ayrilmistir. Tetraploid bugday cesitleri genellikle yazlik, hekzaploid
bugday cesitleri ise yazlik, kiglik ve alternatif ¢esitleri bulundurmaktadir. Kiiltiir
bugdaylarinin cesit gruplar, onceki tiir adi ve Tiirkce adlart Cizelge 2.1°de

verilmistir (Kiin 1988).

Cizelge 2.1 Kiiltir bugdaylariin cesit gruplart (Kimber and Sears 1987 ve Kiin 1988’den

diizenlenerek)

Tiir ad1 ve ploidi seviyesi Cesit grubu Onceki tiir ada Tiirkce ad1

T. monococcum L.

Diploid grup (AA) - T. monococcum L. Kaplica
dicoccon T. dicoccon Schrank Gernik
durum T. durum Desf. Makarnalik bugday

T. turgidum L. turgidum T. turgidum L. Kabatahil

Tetraploid grup (AABB)
polonicum T. polonicum L. Turnagagasi bugday

. T. carthlicum Nevski < <

carthlicum (T. persicum Vav.) Dogu bugday1

T. timopheevi Zhuk.

var. timopheevi -- T. timopheevi Zhuk
Tetraploid grup (AAGG)
T. timopheevi Zhuk.
var. zhukovskyi (Men. et Er.) -- T. zhukovskyi Men. et Er.

Hekzaploid grup (AAAAGG)
spelta T. spelta + T. macha Men. Kavuzlu bugday
vavilovii T. vavilovii Jakubz Dall1 bugday

T. aestivum L. em Thell . T. aestivum L. . <

Hekzaploid grup (AABBDD) ~ 2€Svum (T. vulgare Host.) Ekmeklik bugday
compactum T. compactum Host. Topbas bugday
sphaerococcum 7. sphaerococcum Perc. Ciice bugday




T. aestivum, bircok cevresel kosula adapte olmus 20000°den fazla cesidiyle
diinyada en genis kiiltiirii yapilan bugday tiiriidiir. Benzer olarak, tetraploid 7.
durum Akdeniz havzasi, Hindistan, Rusya, Kuzey Amerika Ovalarinin az yagmur
alan alanlarn gibi diinyanin nispeten kurak alanlarinda yaygin olarak
yetistirilmektedir. Zit olarak, 7. timopheevii ve T. monococcum tiirlerinin ekim
alanlart ¢ok simirhdir. 7. timopheevii bugiin sadece Rusya’nin Kafkas gecis
bolgesinde birka¢ alanda yetistirilmektedir. Hayvan yemi olarak kullanilan 7.
monococcum ise Yugoslavya ve Tirkiye'nin birka¢c daglhik bolgesinde

yetistirilmektedir (Feldman and Sears 1981).

2.2 Stres Terminolojisi ve Strese Tepki

Stres, biyotik ve abiyotik faktorlerin ayr1 ayr1 ya da birlikte fizyolojik ve
biyokimyasal olaylarda belli degisimleri meydana getirmesi veya organizmada
hasar olusturma kapasitesi olarak tanimlanabilir (Levitt 1980). Baska bir deyisle,
biiytime, gelisme ve iiretim icin genetik potansiyelin ifadesini olumsuz sekilde
etkileyen herhangi bir ¢evresel faktorii veya bunlarin etkilesimlerini icermektedir

(Jones and Qualset 1984).

Levitt (1980), stres faktorlerini fizikokimyasal (sicaklik, tuz, 1s1k, su, radyasyon,
kimyasallar, manyetik ve elektriksel alan) ve biyotik (mikroorganizmalarin
enfeksiyonu ve zararli hayvanlarin saldirilar1) faktorler olmak iizere iki gruba

ayirmistir.

Stres, olumsuz ¢evresel faktorlerin iistesinden gelebilmek igin bitkinin
miicadelesini kapsayan stres toleransi ile yakindan iliskilidir (Taiz and Zeiger
2002). Ancak, bitkilerin strese verdikleri cevaplar farkli sekillerde
tanimlanmaktadir (http://7.tamu-commerce.edu/agscience/clasnote/pls381/8,

26.03.2005, Taiz and Zeiger 2002):

1) Kacis (escape): Sadece kosullarin uygun oldugu dénemde biiytimedir.
Ornegin, kurakliktan once yagishh mevsimde yasam dongiilerini

tamamlayan bitkilerin davramiglaridir.



2)

3)

4)

Sakimim (avoidance): Bitkilerin stres faktorlerinin olumsuz etkilerini
azaltmas1 veya engellemesidir. Dis cevrede stres olusturabilecek
kosullar olmasina ragmen bitki hiicrelerinin stresten uzak bir i¢ ortam
olusturmasidir. Ornegin, transpirasyonla yaprak sicakligmin yiiksek
sicakliklarda bile diisiik seviyede tutulmasi.

Tolerans (tolerance) veya direnc (resistance): Literatiirde ‘“stres
tolerans1” terimi siklikla “stres direnci” ile birlikte kullanilmasina
ragmen, “tolerans” terimi tercih edilmektedir. Tolerans, karmasik bir
fizyolojik olay olup, organizmaya ilk olarak oldiiriicli olmayan yiiksek
derecede stresin (subletal) uygulanmasini takiben uygulanan oldiiriicii
strese (letal) organizmanin dayanma yetenegidir. Diger taraftan, stres
faktorlerinin etkisinin elimine edilmesi, azaltilmas1 veya onarilmasidir.
Bitkilerin cevresel streslere karsi reaksiyonlar1 oldukca karmasik olup,
basit kimyasal ya da biyokimyasal direkt cevaplar, karisik hormonal
veya gelisim cevaplan ile genetiksel olarak ortaya cikan kalitsal
etkilere kadar bir¢ok fizyolojik cevapla ilgilidir. Bununla birlikte, bir
tiir igin stres olusturan kosul veya kosullar bagka bir bitki tiirii i¢in stres
olusturmayabilir. Ornegin, bezelye (Pisum sativum) ve soya fasulyesi
(Glycine max) bitkileri sirasiyla 20°C ve 30°C’de optimum biiyiime
gostermektedir. Sicaklik artis1 ile birlikte bezelye bitkisinde yiiksek
sicaklik zarar1 daha erken goriilmektedir. Bu durum, soya fasulyesinin
daha fazla yiiksek sicaklik stresi toleransina sahip oldugunu
gostermektedir.

Uyum (acclimation) ve adaptasyon (adaptation): Sirasiyla
kalitilamayan ve kalitilabilir stres cevaplarim ifade etmektedir. Onciil
bir strese maruz Kkalmanin sonucu olarak tolerans artmissa, bitki
uyumlanmis (veya hardened) olarak kabul edilir. Uyum genellikle
nesiller boyunca seleksiyon islevleriyle kazanilan direncin genetik
olarak belirlenmis seviyesi olarak ifade edilen adaptasyondan
ayrilmaktadir. Bununla birlikte, adaptasyon terimi bazen uyum
kavrami yerine kullamilmistir. Diger taraftan, gen ifadesi uyumda

onemli bir rol oynamaktadir. Cevresel streslere adaptasyon ve uyum,



anatomik ve morfolojik seviyeden hiicresel, biyokimyasal ve
molekiiler seviyeye kadar aralanan organizasyonun tiim seviyelerinde
meydana gelen birbirleriyle iligkili olaylarla saglanmaktadir. Ornegin,
su eksikligine cevap olarak solan yapraklar, hem yapraklardan su
kaybini hem de 1518a maruz kalmayi azaltarak yiiksek sicaklik stresinin

yapraklar tizerindeki etkisini azaltmaktadir.

Hiicrelerin stres toleransinin artmasina neden olan hiicresel cevaplar; hiicre
siklusu, hiicre boliinmesi, hiicrelerin endomembran sistemi ve vakuollegsmesi ile
hiicre duvarmin yapisindaki degisiklikleri kapsamaktadir. Biyokimyasal seviyede,
bitkiler prolin ve glisin betain gibi ozmodiizenleyici bilesiklerin iiretimini igeren
metabolizmada baz1 degisiklikler yaparak c¢evresel streslerin iistesinden
gelmektedir. Bir stres sinyalinin algilanmasi ile ilgili molekiiler olaylar ise

toleransa neden olan genomik tepkilerdir (Taiz and Zeiger 2002).

2.3 Bitkilerde Yiiksek Sicaklik Stresi ve Termal Tolerans

Yiiksek sicaklik stresi, 6zellikle optimum biiylime sicakligindaki 1.5-6°C’lik artig
(Houghton et al. 2001) ile fotosentezin inhibisyonuna (Karim et al. 1999), hiicre
membranlarinin zararina (Marcum 1998) ve senesense bagli hiicre oOliimiine
(Abernethy et al. 1989) neden olarak biiyiime ve gelismeyi sinirlayan abiyotik
stres kosullarindan biridir (Huang et al. 1998, Larkindale and Huang 2004).
Bununla birlikte, hayat dongiilerinin baz1 evrelerinde bir¢cok tarimsal iiriin yiiksek
sicaklik stresine maruz kalmaktadir (Stone 2001). Bu noktada, bir genotipin
yiiksek sicaklikta canliligim siirdiirmesi ya da gorecegi zarar, yiiksek sicaklik
stresinin siddeti ve siiresi, bitkinin c¢esit ve gelisim evresi ile yakindan iliskilidir
(Gusta and Chen 1987, Bray et al. 2000). Yiiksek sicaklik stresi, bitkilerde
fizyolojik ve biyokimyasal islevlere zarar vererek biiylime, iiriin ve kalitede
azalmaya neden olmaktadir. Her bitki tiiriiniin optimum fonksiyon gosterdigi
optimum sicaklik araligi vardir ve bu araligin disinda hiicresel metabolizma ve
dolayistyla bitki biiyiimesi olumsuz etkilenmektedir (Burke 1990). Tiire 6zgii olan
bu sicaklik aralig1 “termal kinetik pencere” olarak tanimlanmaktadir (Burke et al.

1988). Optimum sicaklik araliginin iizerindeki sicakliklar fotosentez, membran



biitiinligi ve enzim kararliligim iceren bir¢ok fizyolojik islevde degisikliklere

neden olmaktadir (Nguyen and Joshi 1992).

Termal tolerans (termotolerans) karmasik bir fizyolojik olay olup; organizmaya
ilk olarak oldiiriicii olmayan yiiksek bir sicaklik (subletal sicaklik) uygulanirsa,
ardindan uygulanan oldiiriicii sicakliga (letal sicaklik) organizmanin dayanma
yetenegidir (Burke et al. 2000). Bircok organizmanin yiiksek sicaklik kosullarinda
hayatta kalma ve iyilesme yetenegi “kalitsal termal tolerans” ve “kazanilan termal
tolerans” tarafindan belirlenmektedir. Yiiksek sicaklik cevabi, hiicre ve
organizmanin artan sicakliklara (yiiksek sicaklik stresi veya soku) karsi korunma
reaksiyonudur. Asirt yiiksek sicaklik stresi hiicresel zarara ve hiicre oliimiine
neden olmasina ragmen, yiiksek sicaklik stresinin subletal dozlari, hiicre veya
organizmayi zarardan koruyan, normal hiicresel ve fizyolojik aktivitelerin
devamini saglayan ve termotoleransin daha yiiksek seviyesine neden olan hiicresel
cevabi (yliksek sicaklik cevabi) tegvik etmektedir (Vierling 1991, Hatice and
Atilla 2003). Yiiksek sicakliga uyumu kapsayan islevler, sicaklik sinyallerinin
iletimi ve yiiksek sicaklik toleransinin gelisimini saglayan biyokimyasal islevlere

bu sinyallerin doniistiiriilmesi ile baglamaktadir (Sangwan et al. 2002).

Tahillarda yiiksek sicaklik toleranst tek bir “termotolerant” genle kontrol
edilmemektedir (Maestri et al. 2002). Genlerin farkli setleri tarafindan belirlenmis
toleransin farklt bilesenleri, cesitli dokularda ve hayat dongiisiiniin farkli
evrelerinde yiiksek sicaklik toleransi i¢in 6nemlidir (Maestri et al. 2002). Bitkiler
membran biitlinliigiiniin devam ettirilmesi ve yiiksek sicaklik soku proteinlerinin
sentezi gibi birka¢ fizyolojik ve biyokimyasal mekanizma ile yiiksek sicaklik
stresinin iistesinden gelmektedir. Yiiksek sicakliga cevap olarak gen ifadesindeki
degisimler yiiksek sicaklik toleransi ile iliskilidir. Tipik olarak, bir¢ok genin
ifadesi yiiksek sicaklik stresi ile azalirken, yiiksek sicaklik soku genleri olarak
adlandirilan genlerin spesifik bir grubu hizli bir sekilde tesvik edilmektedir
(Schlesinger et al. 1982). Bununla birlikte, strese tolerans veya hassasiyet bitki

tiiriine, genotipe ve gelisim evresine baglidir (Bray et al. 2000).



2.3.1 Membranlar ve Yiiksek Sicaklik Stresi

Hiicresel membranlar, bitkilerde yiiksek sicaklik tarafindan olusan fizyolojik
zararin meydana geldigi ilk bolgeler olarak diisiiniilmektedir (Blum 1988).
Membranlar, kompartimanlagsma ve konsantrasyon gradiyentinin devami i¢in yari
gecirgen bariyerler olup, fotosentez ve solunum gibi membran iliskili reaksiyonlar
icin bir alan saglamaktadir (Blum 1988). Bitkilerin normal biiyiime sicakliklarinin
tizerindeki sicakliklara maruz kalmast membran yapisinda geri doniislimsiiz
degisikliklere ve membran kararsizligina neden olmaktadir (Nguyen and Joshi
1992). Yiiksek sicaklik stresi sirasinda membran akiskanligindaki degisiklikler,
membran Dbilesenlerinin  yeniden diizenlenmesi veya lipit igerigindeki
degisimlerden kaynaklanmaktadir (Suss and Yordanov 1986). Yiiksek sicaklik
stresinin neden oldugu hiicresel membran bozulmasi fotosentetik veya
mitokondriyal aktiviteyi etkileyebilmekte ve hatta plazma zarinin ¢6ziinenleri
tutma yetenegini azaltmaktadir (Lin et al. 1985). Yiiksek sicaklik stresi, lipitler
arasindaki hidrojen baglarin1 ve membranlarin akici fazi icerisindeki proteinlerin
polar gruplann arasindaki elektrostatik  etkilesimi  zayiflatarak  hiicre
membranlarinin bilesenlerini ve yapisimm modifiye etmektedir. Diger taraftan,
yiiksek sicaklik stresi sirasinda hiicre membran sistemlerinin fonksiyonunu
korumasinin, bitkilerin yiiksek sicaklia adaptasyonu ile ilgili olabilecegi
bildirilmistir (Raison et al. 1980). Ayrica, yiiksek sicaklik stresinde zarar goren
kisimlar sadece hiicrelerin membranlar1 degil, aynm1 zamanda vakuol etrafini saran
tonoplast yiiksek sicakliktan etkilenebilmektedir. Fotosentetik membranlar ile
mukayese edildiginde tonoplastin yiiksek sicaklikta kismen daha kararli oldugu
(Weigel 1983), ancak yiiksek sicaklik sokunun tonoplast biitiinliigiinii olumsuz

etkiledigi ve geg¢irgenligini arttirdigi bildirilmistir (Santarius et al. 1991).

Membran lipit doygunlugu, yiiksek sicaklik toleransinda Onemli bir element
olarak diisiiniilmektedir. Yiiksek sicaklik stresi hem tilakoid hem de plazma
membranlarinin doymus yag asidi seviyesinde artisa neden olmaktadir (Vigh et al.
1993). Yiiksek sicaklik toleransinin kazanilmasinda bu membranlarin 6nemli
oldugu ileri siiriilmiistiir (Horvath et al. 1998). Yiiksek sicaklik uyumu sirasinda

lipit degisimleri bir¢ok tiirde bildirilirken (Whitaker et al. 1997, Horvath et al.



1998, Grover et al. 2000), termotoleransin kazanilmasinda bu tiir membran
degisimlerinin etkisi aciklama gerektirmektedir (Klueva et al. 2001). Birkac
calismada, lipit doygunlugundaki degisimlerin yiiksek sicaklik stresi sirasinda
fotosentetik orani etkilemedigi bildirilmistir (Santarius and Muller 1979, McCourt
et al. 1987, Kunst et al. 1989a, b). Yiiksek sicaklik uygulamasinda, yabani tip
bugdaya gore yiiksek sicakliga diren¢li mutant bugday hattinda galaktolipitlerden
linolenik asidin ve fosfolipitlerden frans-A-3 heksaldekanoik asidin miktarinin
arttigr saptanmistir (Behl et al. 1996). Yiiksek sicakliga toleransli bugday
(Triticum aestivum L.) cesitleri hassas cesitlere gore dnemli derecede daha fazla
doymus yag asitli membranlara sahiptir (Yang et al. 1984). Tiitiin (Nicotiana
tobaccum L.) bitkisinde genetik modifikasyonlarin sonucu olarak doymamis yag
asitlerinin seviyesinde artis, yiiksek sicakliklarda daha uzun siire hayatta kalmay1
saglamistir (Grover et al. 2000). Bununla birlikte, patates (Solanum tuberosum L.)
bitkisinin yiiksek sicakliga toleransl cesitlerinin linoleik and linolenik igerikleri
(doymamus yag asitleri) kontrole gore ¢ok az artig gosterirken, oleik asit seviyesi
toleransh cesitlerde daha diisiiktiir (Diepenbrock et al. 1989). Sonug¢ olarak,
yiikksek veya diisiikk derecede membran lipit doygunlugunun yiiksek sicaklik

toleranst i¢in yararli olup olmadigi agik degildir (Klueva et al. 2001).

Yiiksek sicakliga bitki cevabi olarak olusan aktif oksijen tiirleri (singlet oksijen,
siiperoksit, hidrojen peroksit ve hidroksil radikali) membranlar ile tepkimeye
girebilmekte ve bu yapilarin fonksiyonunda degisikliklere neden olabilmektedir
(Francisco et al. 2002, Diego et al. 2003). Aktif oksijen tiirleri, normal hiicresel
kosullarda membran iligkili oksidaz (Desikan et al. 1996) ve elektron tasima
zinciri tarafindan iiretilmektedir (Shewfelt and Purvis 1995). Aktif oksijen tiirleri
ile membran lipitlerinin otokatalitik peroksidasyonu membranlarin yar1 gegirgen

ozelliginde azalmaya neden olmaktadir (Foyer et al. 1997).

2.3.1.1 Hiicre Membranlar1 ve Membran-Temelli Testler
Bitkilerde yiiksek sicaklik toleransinin taranmasinda membran-temelli islevler ile

iligkili genellikle iki test yaygin olarak kullamlmaktadir (Blum 1988):

Plazmalemma (HMK, hiicresel membran kararliligl) ve mitokondriyal
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membranlar (TTC, tetrazolium tuzlarinin indirgenmesine dayanan hiicre canlilik

testi).

Yiiksek sicakliklarda zarar goren yaprak segmentlerinden difiize olan
elektrolitlerin 1iletkenliginin bir Ol¢iimii olan hiicresel membran kararliligy,
bitkilerde yiiksek sicaklik toleransinin taranmasinda uygun bir test olarak
bildirilmistir (Sullivan 1972). Elektriksel iletkenlik bir¢cok tarim bitkisinin yiiksek
sicakliga toleranslhi genotiplerinin belirlenmesinde membran kararlilik indeksi
olarak kullanilmaktadir (Saadalla et al. 1990, Shanahan et al. 1990, Ismail and
Hall 1999, Blum et al. 2001, Ibrahim and Quick 2001a, b, Yeh and Hsu 2004,
Rahman et al. 2004, Azhar et al. 2005).

TTC hiicre canlilik testi ise mitokondriyal elektron transport zincirini
degerlendirmekte ve boylece solunum aktivitesini gostermektedir. TTC ile canli
hiicrelerin boyanmasi, her bir hiicrenin fizyolojik olarak aktif olup olmadigi
hakkinda bilgi vermektedir. TTC indirgenmesi, mitokondrilerde tetrazolium
tuzunun elektron tagima zincirinden elektronlar1 almasi ile meydana gelmektedir
(Nachlas et al. 1960). Cevresel streslere toleransh bitkiler yiiksek siiksinik asit
aktivitesi gosterir ve c¢ok miktarda TTC’yi formazana indirgeme yetenegine
sahiptir. Formazan spektrofotometrik olarak goriintiilenebilen kirmizi renge
sahiptir. Canli hiicrelerin tetrazolium tuzunu formazana indirgeme yetenegi,
yiikksek sicakliga toleransli genotiplerin seleksiyonunda kullanilabilmektedir
(Chen et al. 1982). TTC indirgenmesinin miktari, nispi hiicre canliligim1 gosteren

mitokondriyal solunum aktivitesinin bir gostergesidir.

TTC testi, bitki hiicrelerinin veya dokularinin yiiksek sicakliklarda canliligini
degerlendirmek icin uzun siiredir kullanilmaktadir (Towill and Mazur 1975).
Chen vd. (1982), kazamilan yiiksek sicaklik toleransimin tesvik edilmesinde
genotipik farkliliklarin bulundugunu ve bu farkliliklarin yiiksek sicaklik kosullar
altinda verim ile iligkili oldugunu TTC testi ile belirlemislerdir. Bircok caligmada,
termal tolerans acisindan genotipik farkliliklar TTC hiicre canlilik testi

kullanilarak belirlenmistir (Towill and Mazur 1975, Chen et al. 1982, Krishnan et
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al. 1989, Porter et al. 1994, Fokar et al. 1995, Mullarkey and Jones 2000, Ibrahim
and Quick 2001a, Yildiz and Terzioglu 2006a).

Porter vd. (1994), sert kirmiz1 kighk bugdayda kazamilan termal toleranstaki
cesitler aras1 farkliliklar1 karakterize etmek igin mitokondriyal aktivitenin bir
gostergesi olan TTC indirgenme testi kullanmistir. Alt1 bugday c¢esidine (Arkan,
Payne, Siouxland, Sturdy, TAM W-101 ve TAM 108) ait 25°C’de biiyiitiilmiis 7
giinliik fideler, 37°C’de 24 sa uyum periyodunu takiben 50°C’ye 2 sa maruz
birakilmigtir. Sicaklik uygulamalarimi takiben TTC indirgenme testine gore
kazanilan termal toleranstaki farkliliklar, Siouxland ¢esidinde %6 ile en diisiik ve
TAM 108 cesidinde %72 ile en yiiksek olarak bulunmustur. Calisma sonuglari,
kishk bugdayda kazanmilan termal toleranstaki farkliliklarin 6l¢iimiinde TTC

indirgenme testinin kullanilabilecegini gostermistir.

Fokar vd. (1998), 56 yazlik bugday cesidinin hiicresel termotoleranstaki genetik
cesitliligini, hiicresel membran termal kararliik (HMK) ve trifenil tetrazolium
kloriir (TTC) testleri ile fide evresinde degerlendirmistir. Ayrica, bu cesitlerden
sekiz tanesi ayni testler kullanilarak ciceklenme evresinde degerlendirilmistir.
Cesitlere ait 20-25°C’de biyiitiilmiis 10 giinliik fideler 34°C’de 24 saat
uyumlandiktan sonra 50°C’de 1 sa yiiksek sicaklik sokuna maruz birakilmis ve
TTC ve HMK testleri icin degerlendirilmistir. Aragtirmacilar, fide ve ¢iceklenme
evresinde her iki test icin cesitler arasinda 6nemli farkliliklarin bulundugunu
bildirmistir. Fide ve ciceklenme evreleri arasinda tiim gesitlerin termal tolerans
ortalamalar arasinda onemli fark bulunmazken, HMK testi i¢in her iki biiylime
evresi arasindaki fark 6nemli bulunmustur. Ayrica, fide ve ¢iceklenme evresinde
degerlendirilen 8 cesit icin TTC ve HMK sonuglar1 arasinda korelasyon 6nemli
bulunurken, fide evresindeki 56 ¢esit i¢in bu korelasyon diigiitk bulunmustur. TTC
ile termal tolerans degerleri oldukca kalitilabilir ve HMK degerleri ile bazi
boyutlarda iliskili olmasina ragmen, TTC’nin yiiksek sicaklik stresi altinda bitki
performansinin  belirlenmesinde  HMK kadar etkili olamayacagi sonucuna

varilmistir (Fokar et al. 1998).
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Mullarkey ve Jones (2000), Guardian bugday cesidinin termal toleransh
mutantlarim belirlemek i¢in hiicre canlilik (TTC indirgenme) testini kullanmistir.
Guardian ve secilmis mutantlara ait tohumlar, 10 giin siireyle 18°C’de
biiyiitiildiikten sonra 2 saat i¢in 25°C ve 50°C sicaklik uygulamalarma maruz
birakilmistir. Yiiksek sicaklik uygulamasimi takiben Guardian bugday cesidinin
TTC indirgenmesi kontrole gére %67 azalmistir. TTC indirgenmesinde azalma,
secilmis mutantlardan tht 13 mutantinda Guardian cesidine gore daha yiiksek
bulunmustur. Yiiksek sicaklik uygulamasinda TTC indirgenmesi, termal toleransh
olarak belirlenen tht 3, tht 5, tht 8 ve tht 9 mutantlarinda Guardian ¢esidine gore

onemli diizeyde yiiksek bulunmustur.

Ibrahim ve Quick (2001a), HMK ve TTC hiicre canlilik testleri kullanarak
bugdayda yiiksek sicaklik toleransinin genetik cesitliligini degerlendirmis ve F3 ve
F4 bitkileri kullanilarak kalitilabilirlik belirlenmistir. Bugday cesitlerine (Kauz,
Yuma, Arlin, Seri 82, Siete Cerros, TAM 107-R3, TAM 107, TAM 107-R2, TAM
108, C0O910239, MTRWA 116, NE 92458 ve V5) ait 8-10 giinlikk fideler
(20-22°C’de 4 giin ve 17°C’de 4-6 giin biiyiitiilmiis) 39°C’de 48 sa uyumladiktan
sonra 30 dakika i¢in 49°C’ye maruz birakilmistir. Varyans analizi, HMK ve TTC
rediiksiyonu i¢in 14 hat arasinda olduk¢a onemli farkliligi gostermistir. HMK
degerlerinin ortalamasi Arlin’de %28.4’den Kauz’da %76.4’e aralanirken, TTC
degerleri MTRWA 116’da %20.4’den Kauz’da %82.2’ye aralanmistir. Her iki test
icin Kauz, TAM 107-R3 ve TAM 107 cesitlerinin yiiksek termal tolerans
degerlerine (¢ok toleransli) sahip oldugu bildirilmistir (Ibrahim and Quick 2001a).

Yildiz ve Terzioglu (2006a), erken fide evresinde ekmeklik (Bezostaya-1 ve
Cukurova-86), makarnalik (Diyarbakir-81) bugday cesitleri ve yabani bugday
tirlerinin (Aegilops biuncialis, Ae. triuncialis ve Ae. umbellulata) termal
toleransindaki genotipik farkliliklart belirlemistir. Arastirmacilar, 23°C’de 3 giin
siireyle biiyiitiilen etiyole fideleri, 24 sa icin 23, 35 ve 37°C’ye ve 35 ile 37°C’de
24 sa uyumlamalar1 takiben 50°C’ye 1 sa maruz birakmiglardir. Koleoptil
dokularinda % kazamlan termal tolerans seviyelerini belirlemislerdir. iki farkl

uyum sicakligr (35 ve 37°C) ile uyumlanmis koleoptil dokularinda kazanilan
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termal tolerans acisindan cesitler ve tiirler arasindaki genotipik farkliliklar 6nemli
diizeyde artmigtir. Buna ilaveten, iki uyum sicakliginda da benzer durum
gbzlenmesine ragmen, 37°C’de kazanilan termal toleransin 35°C’ye gore daha
yiikksek oldugu belirlenmistir. Calismada, ekmeklik Bezostaya-1 bugday cesidi
oldukca termal toleransli olarak belirlenirken, yabani bugday tiirli Aegilops
triuncialis oldukca duyarli bir genotip olarak belirlenmistir (Yildiz and Terzioglu

2006).

2.3.2 Fotosentez ve Yiiksek Sicakhik Stresi

Bitkilerde fotosentetik aparatlar sicakliga hassas olup; genellikle yiiksek sicaklik
semptomlarinin goriiniir hale gelmesinden 6nce oldukca fazla zarar gérmektedir
(Crafts-Brandner and Salvucci 2000, Camejo et al. 2005). Yiiksek sicaklik stresi
altindaki bitkilerde fotosentez oranindaki azalmalar, kloroplastlarin yapisal ve
fonksiyonel olarak zarar gormeleri ve klorofil birikimindeki azalmadan

kaynaklanmaktadir (Xu et al. 1995, Dekov et al. 2000).

Kloroplasti kusatan i¢ ve dis membranlar (Bauer and Senser 1979, McCain et al.
1989) ile tilakoid membranlar1 (Armond et al. 1980) yiiksek sicakliktan olumsuz
etkilenmektedir. Tilakoid membranlarin gecirgenligindeki artis, membran lipit
matriksinin asirn  akigkanligi ve lipit-protein etkilesimindeki degisimlerin
fotosistem II (FSII) termal kararhilifindaki degisimler ile iligkili oldugu
bildirilmistir (Berry and Bjorkman 1980, Gounaris et al. 1984, Mishra and Singhal
1992, Mamedov et al. 1993). Fotosentezin 1sik (FSII aktivitesi ve
fotofosforilasyon kapasitesi) ve karanlik (karbondioksit fiksasyonu) reaksiyonlari
yiiksek sicaklik tarafindan inhibe edilmektedir (Berry and Bjorkman 1980). FSII,
suyun molekiiler oksijene oksidasyonu ve 11k enerjisinin elektronlarin transportu
icin kullamldig1 pigment-protein kompleksidir. FSII kompleksinin yiiksek sicaklik
ile inaktivasyonu, suyun molekiiler oksijene oksidasyonunu katalizleyen
manganez kiimelerinin yikimi ile baslamaktadir (Nash et al. 1985, Thompson et
al. 1989, Mamedov et al. 1993, Enami et al. 1994). FSII’de yiiksek sicakliga bagh

olarak tilakoid limenin hacmindeki artis, grana tilakoidlerinin kademeli olarak
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ayrilmast ve yeniden diizenlenmesi (Xu et al. 1995), fonksiyonel proteinlerin
denatiirasyonu (Thompson et al. 1989), 151k toplayan klorofil a/b-baglama
proteinlerinin FSII kompleksi merkezinden ayrilmasi (Armond et al. 1980,
Gounaris et al. 1984, Sundby et al. 1986, Xu et al. 1995) ve akseptor bolgesindeki
plastokinon molekiilleri (Q4 ve Qp) arasinda elektron transferindeki inhibisyon da
meydana gelmektedir (Cao and Govindjee 1990). Bunun yani sira, tilakoid
membranlarin zarar gormesi ile dncelikle FSII’de suyun fotolizi inaktive olmakta,
tilakoid kanala H* alimminda degisiklikler ve fotofosforilasyon ile ATP
olusumunda aksamalar meydana gelmektedir (Al-Khatib and Paulsen 1989). ATP
tiretimi 35°C’nin {izerindeki sicakliklarda kademeli olarak inhibe olmaktadir
(Stidham et al. 1982). Iliml yiiksek sicaklik, karanlikta plastokinonun azalmasim
ve 1sikta siklik elektron akisini stimiile etmektedir (Sharkey 2005). Diger taraftan,
kloroplastlarin fotosistem I (FSI) aktivitesi yiiksek sicaklikta FSII'ye gore daha
kararhidir (Pearcy et al. 1977).

Kloroplast membranlarina uygulanan kisa siireli yiiksek sicaklik, su ve stroma
enzimlerini iceren kloroplast igeriginin kaybina neden olmaktadir (Bauer and
Senser 1979, McCain et al. 1989). Yiiksek sicaklik stresi, CO, fiksasyonunun ilk
basamagim katalizleyen ribuloz-1,5-bifosfat karboksilaz/oksijenaz (Rubisco)
enziminin inhibisyonunun bir sonucu olarak CO, fiksasyonunu azaltmaktadir
(Feller et al. 1998, Law and Crafts-Brandner 1999, Bernacchi et al. 2002). Isikta
Rubisco aktivasyonunu saglayan stroma enzimi Rubisco aktivaz (Portis 2003),
yiiksek sicakliklarda inaktive olmakta ve CO, fiksasyonunun azalmasina neden
olmaktadir (Feller et al. 1999). Sicakliga bagli olarak Rubisco aktivasyonu ve
dolayisiyla fotosentezdeki azalma, Rubisco aktivaz aktivitesinin yetersiz
kalmasiyla Rubisco’nun daha hizli inaktivasyonundan kaynaklanmaktadir
(Crafts-Brandner and Salvucci 2000, Salvucci and Crafts-Brandner 2004). Pamuk
(Gossypium hirsutum), bugday (Triticum aestivum), tiitiin (Nicotiana tabacum) ve
misir (Zea mays) bitkilerinde 1limh yiiksek sicaklik kosullar1 altinda Rubisco
aktivasyonundaki azalisin net fotosentez oranindaki azalis ile iligkili oldugu
saptanmistir (Law and Crafts-Brandner 1999, Crafts-Brandner and Law 2000,
Sharkey et al. 2001, Crafts-Brandner and Salvucci 2002).
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Yiiksek sicaklik stresi altinda FSII inaktivasyon mekanizmasi geng bitkilere gore
olgun bitkilerde oldukg¢a kangiktir, ¢iinkil yash yapraklarda yiiksek sicaklik zarar
yaslanma iglevine eklenmektedir. Harding vd. (1990), olgunlasan bugday
yapraklarinda sicakligin tilakoid bilesenlerinin bozulmasim1 hizlandirdigini ve
bilesenlerin reaksiyon oranlar arasindaki dengesizligi tesvik ettigini bulmustur.
Bununla birlikte, artan sicakliklar 151k toplayan aparatlarin organizasyonunda
bozulmalara, grana kiimelerinde degisikliklere, membran partikiillerinin
boyutunda ve yayilisinda degisimlere ve tilakoid membranlarin gecirgenliginde
artisa neden olmaktadir (Gounaris et al. 1984, Murakami et al. 2000). Artan
sicakliklar senesensi hizlandirmakta, yaprak alaminin canli kalma siiresini ve
fotosentetik aktiviteyi azaltmaktadir (Harding et al. 1990). Yiiksek sicakligin
tilakoid membran {iizerine olan etkileri hiicre basina diisen kloroplast sayisinin
azalmasina neden olmasidir (Hurkman and Tanaka 1987). Al-Khatib ve Paulsen
(1990), bugday cesitlerinde ekimden 14 giin sonra 2 hafta icin veya
ciceklenmeden olgunlagsmaya kadar gecen siirelerde 32/27°Clik yiiksek sicaklik
uygulamasinin fotosentetik orani azalttigimi bildirmistir. Yiiksek sicaklik stresinin
bir sonucu olarak C; bitkilerinde fotosentezdeki azalmanin, tilakoid
membranlarinda FSII kompleksinin inaktivasyonuna bagli olarak elektron transfer
aktivitesindeki azalmadan kaynaklandig: bildirilmistir (Mishra and Singhal 1993,
Havaux and Tardy 1996).

Fotosentetik aparatlar yiiksek sicaklik stresine hassas olmasina ragmen, termal
tolerans subletal sicakliklara maruz kalma ile kazanilabilmektedir (Havaux 1993).
Arastirmaci, patates bitkisinin 20 dakika icin 35°C’lik sicaklik uygulamasina
maruz kalmasimin fotosistem II kararliliginda Onemli artisa neden oldugunu
bildirmistir. Bu hizli uyum, tilakoid membranlarinin lipit fazin1 stabilize eden
(Havaux 1998) ksantofil zeaksantinin yapraklarda birikimine baglanmaktadir

(Havaux and Tardy 1996).
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2.3.2.1 Fotosentetik Pigmentlerin Birikimi ve Termal Tolerans

Bitkiler yiiksek sicakliklara maruz kaldiginda klorofil biyosentezi etkilenmektedir
(van Hasselt and Strikwerda 1976, Feierabend 1977). Yiiksek sicakliklar, klorofil
biyosentezinde klorofilin iki 6ncii molekiilii olan 5-aminolevulinik asit ve
protoklorofillitin sentezinden sorumlu enzimlerin inhibisyonuna neden olmaktadir
(Feirerabend 1977). Bu enzimler, yiiksek sicaklik stresinin sonucu olarak zarar
goren veya translasyon sonras1 modifiye edilen 5-aminolevulinik asit dehidrataz
ve porfobilinojen deaminaz enzimleridir (Tewari and Tripathy 1998). Yiiksek
sicaklikta klorofil biyosentezinin inhibe olmasi nedeniyle fotosentetik aktivite
azalmaktadir (Hodgins and van Huystee 1986). Diger taraftan, bugdayin klorofil
biriktirme yeteneginin 35°C’nin iizerindeki sicakliklarda zarar gordiigi

bildirilmistir (O’Mahony et al. 2000).

Sicaklik stresine toleransh varyetelerin gelistirilmesinde klorofil biyosentezi ve
birikimindeki farkliliklar biiyiilk 6neme sahiptir. Bu baglamda, letal sicakliklara
maruz birakildiktan sonra 1518a alinan etiyole dokularda klorofil birikimindeki
inhibisyona ve letal olmayan yiiksek sicakliklarda ©n-uygulama ile bu
inhibisyonun 6nlenmesi temeline dayanan basit, tiire 6zgii olmayan, giivenilir ve

dogru bir protokol gelistirilmistir (Burke 1994).

Yiiksek sicaklik tesvikli zararin belirlenmesi icin klorofil biyoassayi, bircok
tarimsal iiriinde ve Arabidopsis thaliana bitkisinde kazanilan termotoleransin
degerlendirilmesinde kullanilmistir (Burke 1994, 1998, Burke et al. 2000,
O’Mohany et al. 2000, Dash and Mohanty 2001). Klorofil inhibisyon testi
kullanilarak kazanilan termotoleransin dogru teshisi icin uygun sicaklik
parametrelerinin belirlenmesinin gerektigi bildirilmistir (Burke 2001). Bu
parametreler, klorofil birikimi, klorofil birikiminde maksimum azalmaya neden
olan minimum letal sicakligi ve letal sicakligindan 6nce maksimum klorofil
birikimini saglayan On-uygulama sicakligi icin “optimum sicakliklar”

kapsamaktadir (Burke 2001).
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Hekzaploid bugday (Triticum aestivum L.) ¢esidi Chinese Spring’in ditelosomik
(bir koldan yoksun telosentrik kromozoma sahip bitki) serilerinde kazanilan
termal tolerans1 icin klorofil birikimindeki inhibisyon degerlendirilmistir
(O’Mohany et al. 2000). Maksimum klorofil birikimi i¢in optimum sicakligin
belirlenmesi i¢in etiyole yaprak segmentleri 10-45°C’ye maruz birakilmis ve
optimum sicaklik olarak 30°C belirlenmistir. Letal sicakligin belirlenmesi i¢in
etiyole yaprak segmentleri 30 dakika icin 44-56°C arasindaki sicakliklara maruz
birakilmis; 48°C ve iizerinde klorofil birikimi %95’den fazla azalmigtir. Termal
toleransin  kazanilmasi, 48°C’de 30 dakika muameleden Once yaprak
segmentlerinin 4 sa 34-46°C’de 6n muamelesi ile degerlendirilmis ve 40°C’lik 6n
muamele sicakligr klorofil birikiminde maksimum koruma saglamistir. Her bir
ditelosomik hat 40°C’de 4 sa i¢in uyumlanmis, 30 dakika i¢in 48°C’ye maruz
birakilmis ve 20 saat i¢in 30°C ve 151k uygulamasini takiben klorofil birikimi i¢in
degerlendirilmistir. Ik taramadan sonra 32 hattan 9’u yiiksek sicaklik analizleri
icin secilmistir. Chinese Spring kontrol (WT, yabani tip), letal sicakliga maruz
kalmamis Chinese Spring fidelerinde gozlenen klorofil birikiminden yaklasik %50
daha az birikim gostermistir. 9 hattin 7’si yabani tip kontrolle benzer klorofil
birikimi gostermistir. Diger iki hat ise yabani tip kontrole gore farkli klorofil
birikimine sahiptir. Bu hatlardan biri, 6n-uyum ve letal sicakligi takiben klorofil
birikiminde sadece %10-20 azalma gostererek yabani tipe gore daha yiiksek
klorofil seviyesine sahiptir. Bununla birlikte, diger hattin yabani tipte gozlenen
klorofil birikiminin sadece %7’si kadar klorofil biriktirdigi bildirilmistir
(O’Mahony et al. 2000).

Kazanilan yiiksek sicaklik toleransinin belirlenmesinde klorofil birikimi
inhibisyon testinin kullanilabilirligi, soya fasulyesinde (Glycine max cv. Mitchell
450) degerlendirilmistir (Burke 1998). Arastirmaci, 32°C’de 7 ila 14 giin
siiresince yetistirilen etiyole soya fasulyesi fidelerini 32, 42, 44, 46, 48, 50, 52
veya 56°C sicakliklara 30 dakika siireyle maruz birakmistir. Karanlikta yiiksek
sicaklik uygulamalarim takiben optimum sicakliga (32°C) alinan fideler klorofil
birikimi i¢in 24 saat siirekli 1518a maruz birakilmistir. Sonuclar, 50°C ve

tizerindeki sicakliklarda kotiledonlardaki klorofil birikiminin Onemli derecede
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engellendigini gostermektedir. Diger bir uygulamada, etiyole fideler farkli
sicaklik (32, 34, 36, 38, 40, 42, 44 veya 46°C) ve siirelerde (0, 15, 30, 45, 60, 120,
180 ve 240 dakika) on-uygulamayi takiben yiiksek sicaklik sokuna (50°C, 30
dakika) maruz birakilmistir. Etiyole soya fasulyesi kotiledonlarimin 50°C’lik
sicaklik uygulamasindan 6nce 38 veya 40°C’de 240 dakika icin 6n-uygulamanin
yiikksek sicaklik sokunda klorofil birikiminin inhibisyonuna kargi maksimum
koruma sagladigini gostermistir. Sonug¢ olarak, yiiksek sicaklik toleransinin
belirlenmesinde klorofil birikimindeki inhibisyona dayanan bu testin etkili oldugu

bildirilmistir (Burke 1998).

Burke vd. (2000), mutantlarin kazanilan termal tolerans acisindan seleksiyonunu
ve Arabidopsis’in sicaklik hassasiyetini klorofil birikimi testi ile karakterize
etmistir. Arabidopsis’in C24, Columbia ve RLD ekotiplerine ait fideler 4°C’de 6
ila 7 giin tutulduktan sonra 23 ila 25°C’de 48 saat icin karanlikta biiyiitiilmiistiir.
Etiyole Arabidopsis fideleri, 25 (kontrol), 42, 44, 46, 48, 50, 52 veya 54°C
sicakliklara farkli siireler (0, 30, 60, 90, 120, 150, 180, 240 ve 1200 dakika) i¢in
maruz birakilmistir. Daha sonra etiyole Arabidopsis fideleri 25°C’de 24, 48 ve 72
saat i¢in siirekli 1518a maruz birakilmistir. Etiyole Arabidopsis fidelerinin 48 veya
50°C’ye 30 dakika icin maruz kalmasi klorofil birikimini tamamen inhibe
etmistir. Daha sonraki denemelerde, 72 saatlik 151k periyodu siiresince klorofil
birikimini engelleyen 50°C’de 30 dakika uygulamasi letal sicaklik olarak
kullanilmistir. Etiyole fideler, 28, 34, 36, 38, 40, 42 veya 44°C sicakliklarda 0, 15,
30, 60, 120, 180 ve 240 dakika On-uygulamalarn takiben letal sicaklik
uygulamasina maruz birakilmis ve sonra etiyole fideler 16 saat siirekli 1513a maruz
birakilmigtir. Maksimum klorofil birikimini saglayan 38°C’de 240 dakika
uygulamasi “optimum 6n-uygulama sicakligi” olarak belirlenmistir. Koruyucu bir
on-uygulama olan 44°C’de 30 dakika uygulamasi kullanilarak kazanilan
termotolerans bilesenlerinden yoksun mutantlar izole edilmistir. izole edilen ve
termotoleransa sahip olmadigi varsayilan mutantlarin klorofil seviyeleri, 38°C’de
240 dakika uyumlama ve 50°C’de letal sicaklik uygulamalarim takiben %10’dan
%98’e aralanmistir. Yiiksek sicaklik soku uygulamasindan 6nce maksimum

kazanilan termotolerans i¢in optimum 6n-uygulama sicakligi AtTS02 ve RLD
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fideleri icin ayni olmasina ragmen AtTS02 mutantinin mutlak klorofil birikimi

seviyesi azalmistir (Burke et al. 2000).

Dash ve Mohanty (2001), baz1 bugday (Triticum aestivum L.) cesitlerinin
(HD-2307, HD-2327, HD-2402, HD-2643, HD-1553, C306 ve PBNS5I1)
termotolerans ve iyilesme (recovery) potansiyelini klorofil birikimi testi
kullanarak degerlendirmistir. 25°C’de biiyiitiilmiis 4 giinliik etiyole fideler, 60
saatlik 151k periyodu siiresince 25°C (kontrol) veya 40°C (yliksek sicaklik stresi)
sicaklik uygulamasina maruz birakilmistir. Yiiksek sicaklik stresini takiben
fideler, 25°C’de 24 saat daha biiyiitiilmiistiir. Yaprak pigmentasyon analizleri,
maksimum klorofil inhibisyonunun HD-2643 cesidinde (%76) ve minimum
inhibisyonun ise HD-2327 ve HD-2307 c¢esitlerinde (%50-57) oldugunu
gostermistir. Cesitlerin yiiksek sicaklia maruz kalmis fidelerinde karotenoid
birikiminin inhibisyonu %30-50 arasinda oldugu belirlenmistir. Klorofillere gore
karotenoid pigmentasyonunun yiiksek sicakliga daha az hassas oldugu
bulunmustur. Yiiksek sicakliga maruz kalan fidelerin stres sonrasi iyilesme
periyodundaki pigmentasyonu cesitler arasinda onemli farkliliklar gostermistir.
Iyilesme periyodundaki klorofil seviyesi incelendiginde, HD-2327 cesidinde
klorofil seviyesinin maksimuma (%63) ciktigi gozlenmistir. Buna ilaveten,
karotenoidler  cesitler —arasinda farkli  diizeylerde artis  gOstermistir.
Pigmentasyondaki inhibisyon ve cesitli fizyolojik parametreler ile sekiz bugday
cesidi, yiiksek sicakliga toleransh (HD-2307 ve HD-2327), orta derecede termal
toleransli (HD-2329, HD-2402 ve C306), termal toleransi eksik (HD-1553 ve
HD-2643) ve termal duyarli (PBN51) olarak dort gruba ayrilmistir (Dash and
Mohanty 2001).

Camejo vd. (2005), domatesin (Lycopersicon esculentum L.) yiiksek sicakliga
duyarli (Campbell-28) ve toleransh (yabani Nagcarlang) birer genotipinde sicaklik
stresinin fotosentetik aktivite {izerine etkisini belirlemistir. Bitkiler, 16:8
fotoperiyotta (350 pmol m™s™) ve 25/20°C sicaklik rejiminde yetistirilmis ve
dordiincii yaprak evresinde iken 45°C’ye 2 saat i¢in maruz birakilmistir. Yiiksek

sicaklik stresi termal toleransli genotipte klorofil ve karotenoid icerigini
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degistirmistir. Yiiksek sicaklik Nagcarland genotipinde klorofil a miktarini
arttirirken klorofil » miktarim1 azaltmustir. Yiiksek sicaklik stresi sirasinda
Nagcarland genotipinde karotenoid iceriginin arttifi ve klorofil/karotenoid

oraninin kontrole gore onemli diizeyde azaldig: bildirilmistir (Camejo et al. 2005).

Tewari ve Tripathy (1998), 25°C’de biiyiitiilmiis 4 giinliik etiyole kabak (Cucumis
sativus L. cv. Poinsette) fidelerini 25°C (kontrol) ve 42°C (yiiksek sicaklik stresi)
sicaklik uygulamalarina transfer etmis ve 6, 12, 24 ve 48 saat igin fliloresan
1s1gma (30 pmol m?s") maruz birakmustir. Maksimum klorofil birikimi 48 saatlik
151k uygulamasindaki kontrol fidelerinde elde edilmistir. Yiiksek sicaklik stresi
altinda klorofil sentezi azalma %90 seviyesinde bulunmustur (Tewari and

Tripathy 1998).

Yiiksek sicaklik stresine maruz kalan bugday cesitleri arasinda net fotosentez
oranindaki farkliliklarin diisiik klorofil konsantrasyonu ve hizli yaprak
senesensinden dolayr klorofil a/b oranindaki degisikliklerle iliskili oldugu
bildirilmistir (Harding et al. 1990). Bu baglamda, yiiksek sicakliktaki
performansin fotosentez oranindaki degisikliklerle iligkili oldugu soya fasulyesi
(Wells et al. 1982), pamuk (Cornish et al. 1991) ve pirin¢ (Sasaki and Ishii 1992)

gibi bazi tarimsal iiriinlerde bildirilmisgtir.

2.3.3 Yiiksek Sicaklik Soku Proteinleri

Yiiksek sicaklik stresi bitkilerin metabolizmasini olumsuz etkilemekte ve
proteinlerin sentezi ile hidrolizini etkileyerek hiicresel dengenin bozulmasina
neden olmaktadir. Bir¢ok tarla bitkisinde 40°C iizerindeki sicakliklardan 6nemli
diizeyde olumsuz etkilenen olay protein metabolizmasidir (Dubey 1999). Yiiksek
sicaklik stresi, proteinlerin intra- ve intermolekiiler baglarinda degisikliklere
neden olarak enzimatik fonksiyonlarini ve ¢oziinebilirliliklerini azaltabilmektedir.
Artan sicakliklarda non-kovalent baglar kirilabilmekte ve proteinlerin katlanma
evrelerini igeren kompleks bir islev olan denatiirasyona neden olmaktadir

(Buchner et al. 1998). Yiiksek sicaklik ile denatiire olan proteinler geri
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doniigiimsiiz olarak c¢okelmekte ve diger denatiire proteinlerle hidrofobik veya
elektrostatik etkilesimler olusturmaktadir. Bu nedenle, proteinlerin fonksiyonel
yapilarinin korunmasi, dogal proteinlerin ¢okelmesinin engellenmesi, denatiire
olmus proteinlerin yeniden fonksiyonel yapilarinin kazanmasi ve fonksiyonel
olmayan, fakat potansiyel olarak zararli polipeptitlerin (denatiirasyon veya
¢Okelme ile meydana gelen) uzaklastirilmasi stres kosullari sirasinda hiicrelerin

hayatta kalmasi i¢in olduk¢a 6nemlidir (Wang et al. 2004).

Yiiksek sicaklik stresine maruz kalan bircok organizmada, yiiksek sicaklik soku
proteinleri (YSSP’ler) olarak adlandirilan bir grup proteinin sentezlendigi
bildirilmistir (Vierling 1991, Simdes-Aradgjo et al. 2003). Yiiksek sicaklik soku
proteinlerinin bazilar1 optimum sicakliklarda hiicrede eksprese edilirken, bir¢ok
YSSP’nin sentezi yiiksek sicaklik soku ile tesvik edilmektedir. Ayrica,
YSSP’lerin biyosentezi sadece yiiksek sicaklik stresi ile tesvik edilmemekte ayni
zamanda tuzluluk, agir metal, iisiitme ve oksidatif stres gibi faktorler de bu

proteinlerin tegvikini arttirmaktadir (Schoffl et al. 1998, Wang et al. 2003).

Biitiin organizmalar c¢evresel streslerin iistesinden gelebilmek icin ¢esitli
mekanizmalar gelistirmistir. Asirt yiiksek sicaklik, bitkilerde geri doniistimsiiz
zarara veya Oliime neden olmasina ragmen, daha yiiksek seviyede termal tolerans
kazanilmasina neden olan subletal sicaklik, yiiksek sicaklik soku cevabim tesvik
etmektedir (Burke et al. 2000, Neill et al. 2002, Sung et al. 2003, Kacperska
2004). Bitkiler bir kez yiiksek sicaklik toleransinin yiikksek bir seviyesini
kazanirsa, belli bir seviyeye kadar letal yiiksek sicakligin iistesinden gelebilmekte
ve stres kosullar1 sona erdiginde normal hiicresel aktivitelerini devam
ettirebilmektedir (Boston et al. 1996). Yiiksek sicaklik toleransinin kazanilmasi
sirasinda yiiksek sicaklik soku faktorleri (YSSF) ve yiiksek sicaklik soku
proteinlerinin (YSSP) transkripsiyonu ve translasyonu 6nemli olaylardir (Vierling
1991, Shinozaki et al. 2003, Rizhsky et al. 2004, Busch et al. 2005). Ilgili gen ve
proteinlerin ekspresyonunun artan termal tolerans icin 6nemli oldugu belirtilmistir
(Prandl et al. 1998, Keeler et al. 2000, Queitsch et al. 2000, Mishra et al. 2002,
Hong et al. 2003).
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Molekiiler ve genetik calismalar, cesitli transkripsiyon faktorlerinin stres tesvikli
genlerin regiilasyonunda rol oynadigini gostermistir (Uno et al. 2000, Sakuma et
al. 2002, Doubuzet et al. 2003). Bray vd. (2000), gen ifadesindeki degisikliklerin
optimum biiylime sicakligindan en az 5°C daha yiiksek sicakliklarda gbzlendigini

bildirmistir.

2.3.3.1 Yiiksek Sicaklik Soku Proteinlerinin Gruplar:

Bitkilerde ve diger okaryotlarda sentez edilen YSSP’ler molekiiler agirliklarina
(MA) gore bes biiyiik gruba ayrilmaktadir (Cizelge 2.2):

1) YSSP100 (MA, 100-114 kDa)

2) YSSP90 (MA, 80-94 kDa)

3) YSSP70 (MA, 63-78 kDa)

4) YSSP60 (MA, 53-62 kDa)

5) Kiiciik veya diisiik molekiiler agirlikli YSSP’ler (MA, 15-30 kDa)
(Vierling 1991, Waters et al. 1996, Sun et al. 2002).

Termal toleransin kazanilmasi sadece yiiksek sicaklik soku proteinlerinin
sentezine bagl degil, aym1 zamanda bu proteinlerin hiicresel lokalizasyonuna da
bagl oldugu rapor edilmistir (Chou et al. 1989, Heckathorn et al. 1999). Yiiksek
sicaklik soku proteinleri (molekiiler saperonlar) hem sitoplazmada hem de
niikleus, kloroplast, mitokondri ve endoplazmik retikulum gibi organellerde

lokalize olmaktadir (Waters et al. 1996).

YSSP100/Clp ailesi: Protein agregasyonunu ve hatali katlanmasim Onleyen
normal saperon fonksiyonunun aksine YSSP100 ailesi protein disagregasyonu
ve/veya parcalanmasinda (degradasyon) fonksiyona sahiptir (Wang et al. 2004).
Hatali katlanma, denatiirasyon veya agregasyon sonucu olusan ve fonksiyona
sahip olmayan, fakat potansiyel olarak zararli polipeptitlerin uzaklastirilmasi,
hiicresel dengenin siirdiiriilmesi i¢in olduk¢a énemlidir. YSSP100/Clp proteinleri

Arabidopsis, soya fasulyesi, tiitiin, piring, misir, bugday ve Lima fasulyesi
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(Phaseolus lunatus) gibi bir¢ok bitki tiiriinde rapor edilmistir (Keeler et al. 2000,
Agarwal et al. 2001).

Cizelge 2.2 Bitki YSS$P/molekiiler saperonlar

ve subfamilyalar1 (Wang et al. 2004’den

degistirilerek)
Simf Uyeleri Hiicre ici Fonksiyonu Kaynak
lokalizasyon
YSSP100/Clp YSSP100
Subfamilya:
: - Disagregasyon Glover and Lindquist 1998
ClpB, CIpA/C, Sitozol :
Simf I ClgD P l\/lli(t)(fl(()on dri - Katlanmama Goloubinoff et al. 1999
ClpM, CIpN, -
Simf I CIpX, ClpY Kloroplast
YSSP90 YSSP90
AtYSSP90-1 Sitozol - Sinyal molekiillerinin ] ]
hazir hale gelmesini Boston et al. 1996
AtYSSP90-5 Kloroplast kolaylastrmak Young et al. 2001
AIYS$P90-6 Mitokondri - Genetik tamponlama Krishna and Gover 2001
AtYSSP90-7 ER
YSSP70 - Protein ¢okelmesinin
Subfamilya: engellenmesi
- Proteinin yeniden
DnaK YSSP/YSSK70 Sitozol
e SPIYSS 1ozo katlanmas: ve Waters et al. 1996
YSSP70 Kl'orop]as[' tra'nslokasyonunun Frydman 2001
Mitokondri saglanmasi
Bip ER - Sinyal transdiiksiyonu
HSP110/SSE YSSPO1 Si 1 ve transkripsiyonel
$ tozo aktivasvon
YSSP60/Saperonin
Subfamilya: .
ublamya Klorool Katlanma ve yeniden Waters et al. 1996
oroplast katlanmanin saglanmas1 ~ Ranson et al. 1998
Grup Cpn60 Mitokondri £
Grup I CCT Sitozol
kYSSP
Subfamilya:
I YSSP17.6 Sitozol
I YSSP17.9 Sitozol Protein ¢okelmesinin
SP17. Htozo engellenmesi ve dogal Waters et al. 1996
I YSSP21 Kloroplast proteinlerin stabilize Lee and Vierling 2000
YS85P26.2 edilmesi
v YSSP22 ER
v YSSP23 Mitokondri
VI YSSP22.3 Membran

Diger bircok YSSP gibi YSSP100 grubu proteinler, bitkilerde siklikla eksprese

edilir, fakat bu proteinlerin ekspresyonu gelisimsel olarak diizenlenmekte ve

yiikksek sicaklik, iisiime, dehidrasyon, yiiksek tuzluluk veya karanhik tesvikli

etiyolasyon gibi farkli cevresel etkiler tarafindan tesvik edilmektedir (Queitsch et

al. 2000, Agarwal et al. 2001, Adam and Clarke 2002). Keeler vd. (2000), Lima

fasulyesinde sitozolik ve kloroplastik YSSP100 proteinin ekspresyonu ve yiiksek
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sicaklik cevabi arasinda iliski oldugunu bildirmistir. YSSP100 grubunun,
proteinlerin termal korunmasinda rol oynadigi onceki calismalarda gosterilmistir

(Schirmer et al. 1994, Lee et al. 1994).

YSSP90 ailesi: Bu ailenin iiyeleri yaklasik olarak 80-90 kDa arasindaki
proteinleri kapsamaktadir (Vierling 1991). YSSP90, fonksiyon gosterebilmesi icin
ATP’ye gereksinim duyan molekiiler saperon tiirlerinden biridir. Ayrica, toplam
hiicresel proteinin %1-2’sini olusturarak hiicrede en fazla bulunan protein grubu
olup, protein katlanmasinin yonlendirilmesinin (Frydman 2001) yam sira sinyal
iletim aglarinda, hiicre dongiisiiniin kontroliinde, protein parcalanmasinda ve
protein etkilesimlerinde de (Young et al. 2001) 6nemli rol oynamaktadir. Bununla
birlikte, YSSP70 ile birlikte multisaperon makinesi olarak gorev yapmaktadir
(Zhang et al. 2003). Sitozol, endoplazmik retikulum ve plastidlerde lokalize olan
YSSPI0 genleri birkag bitki tiiriinden izole edilmis ve amino asit sekansinin diger
okaryotlarla %63-71 6zdeslik gosterdigi bildirilmistir (Krishna and Gloor 2001).
YSSP90 grubu proteinler bir¢ok organizmada normal olarak eksprese olmasina
ragmen, bu proteinlerin ekspresyonu hem okaryotlorda hem de prokaryotlarda
strese tepki olarak artmaktadir. Arabidopsis’de YSSP90’1n ekspresyonu gelisimsel
olarak diizenlenmekte ve yiiksek sicaklik, iisiime, tuz stresi, agir metaller ve bitki

hormonlar gibi etmenlere tepki gostermektedir (Krishna and Gloor 2001).

YSSP70 ailesi: Normal ve stres kosullar1 altinda agregasyonun onlenmesi ve
dogal yapist bozulmus (non-native) proteinlerin tekrar katlanmasinda zorunlu
fonksiyona sahiptir (Frydman 2001). Protein transportu ve translokasyon
islevlerinde ve kararsiz proteinleri lizozom veya proteazomlara hedef gostererek
bu proteinlerin  proteolitik  parcalanmasim1i  kolaylastirmada  fonksiyon
gostermektedir (Hartl 1996). Bu grubun {iyeleri, de novo sentezlenen
polipeptitlerin  katlanmasina yardimc1  olmakta ve Oncii proteinlerin
taginimi/translokasyonunu saglamaktadir. Grubun baz iiyeleri ise sadece cevresel
etkiler sonucu eksprese edilmektedir. Bu nedenle, dogal yapisi bozulmus
proteinlerin yeniden katlanmasi ve proteolitik pargalanmasinin kolaylastirilmasini

saglamaktadir (Miernyk 1997, Frydman 2001). Ek olarak, YSSP70 proteinlerinin
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baz1 iiyeleri, katlanmis diizenleyici proteinlerin biyolojik aktivitesinin kontrol
edilmesini saglamakta ve transkripsiyon ile iliskili yiiksek sicaklik soku
faktoriiniin (YSSF) negatif baskilayicis1 olarak fonksiyon gosterebilmektedir
(Hartl 1996, Morimoto 1998). Kim ve Schoffl (2002), YSSP70 ve YSSF
arasindaki etkilesimin YSSF’nin yiiksek sicaklik soku elementine (YSSE)
trimerizasyonunu ve baglanmasim engelledigini ve boylelikle yiiksek sicaklik

genlerinin YSSF’leri tarafindan aktivasyonunun bloke oldugunu bildirmistir.

Bircok YSSP70, farkli bitki tiirlerinde teshis edilmistir (Vierling 1991).
Arabidopsis genomu, YSSP70 iiyelerini kodlayan en az 18 gene sahiptir ve en az
12 YSSP iiyesi 1spanak genomunda bulunmustur (Guy and Li 1998). Arabidopsis
ve 1spanak YSSP70 genlerinin ekspresyon profil analizleri, YSSP70 iiyelerinin
yiiksek sicaklik, iisiitme, kuraklik ve kimyasal kirlenme gibi cevresel kosullara
cevap olarak eksprese edildigini gostermistir (Lin et al. 2001). YSSP70 genlerinin
ekspresyonu termal toleransin kazanilmasi ile pozitif olarak iligkilidir (Lee and
Sshoffl 1996) ve tuz, su ve yiiksek sicaklik stresine karsi artan tolerans ile
sonuclanmaktadir (Sung et al. 2003). Bununla birlikte, stres kosullar1 altinda
YSSP70 fonksiyonunun hiicresel mekanizmalari tam olarak anlasilamamistir

(Wang et al. 2004).

YSSP60/Saperonin ailesi: Bu grubun iiyeleri “molekiiler saperonlar” olarak ifade
edilen ilk YSSP’lerdir (Ellis 1987). Saperonin, prokaryotlarda ve Okaryotlarin
mitokondri ve plastidlerinde bulunmaktadir (Boston et al. 1996). Saperoninler
ileri bir siniflandirma ile iki alt gruba ayrilmaktadir: GroE (Grup I) saperoninler
bakteri, mitokondri ve kloroplastlarda bulunurken, Grup II saperoninler Archea’da
ve Okaryotlarin sitozoliinde bulunmaktadir (Ranson et al. 1998). Saperoninler,
yeni sentez edilen ve yeni transloke olmus proteinlerin dogal formlarinin
kazanilmasina yardimeci olarak énemli bir rol oynamaktadir (Boston et al. 1996).
Ozellikle grup 1 saperoninlerin yapist ve fonksiyonu kapsamli bir sekilde
calistlmistir (Hartl 1996, Frydman 2001). Prokaryotlarda grup I saperoninler,
saperonin 60 (Cpn60) ve saperonin 10 (Cpnl0) olmak iizere iki farkli tiyeden

olusmaktadir. Bununla birlikte, mevcut ¢alismalar plastid saperoninlerinin tek bir
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yapisal ve fonksiyonel 6zellige sahip oldugunu ve bu ozellikleri ile bakteriyal
homologlarindan ayrildigim1  gostermistir (Levy-Rimler et al. 2002). Bitki
kloroplast saperoninleri yaklasik %50 amino asit 6zdesligi gosteren Cnp60o. ve

Cnp60p polipeptitlerinden olugmaktadir (Boston et al. 1996).

Kiiciik YSSP (kKYSSP) ailesi: Kiiciik veya diisiik molekiiler agirlikli YSSP’ler
15-30 kDa molekiil agirligindaki proteinleri kapsamaktadir. Bitkilerde kYSSP’ler
sekans benzerligi, hiicresel lokalizasyon ve fonksiyonlar1 a¢isindan diger saperon
ailelerinden ayrilmaktadir (Vierling 1991, Waters et al. 1996). Kii¢iik YSSP’leri,
sekans  siralamasina, immiinolojik  capraz-reaktivitesine ve  hiicresel
lokalizasyonuna gore alti farkli sinifa gruplanmaktadir. Bu proteinlerin ii¢ grubu
(CI, CII ve CIIl) sitoplazma veya niikleusta ve diger gruplar endoplazmik
retikulum, mitokondri ve kloroplastlarda lokalize olmaktadir (Sun et al. 2002).
kYSSP’ler yiiksek sicaklik ve diger streslere tepki olarak prokaryotik ve dkaryotik
hiicrelerde sentezlenmekte ve baz1 kYSSP’ler embriyogenez, cimlenme ve meyve
olusumu gibi cesitli gelisim evrelerinde tesvik edilebilmektedir (Waters er al.

1996, Sun et al. 2001).

Kiicitk YSSP’lerin dogal yapist bozulmus (non-native) proteinleri tekrar
katlayamadig bildirilmistir (Lee and Vierling 2000). Ancak, kismen katlanmis
veya denatiire olmus proteinlere baglanarak agregasyonunu engelledigi ve diger
saperonlar ile dogru katlanmaya yardimci oldugu ileri siiriilmektedir (Sun et al.
2002). In vitro kosullar altinda sirasiyla Pisum sativum’dan ve Synechocystis sp.
PCC6803’den izole edilen kYSSP18.1 ve 16.6’nin denatiire proteinlere baglandigi
ve YSSP70/YSSP100 kompleksleri tarafindan bu proteinlerin yeniden katlamasini
sagladig bildirilmistir (Mogk et al. 2003).

Bitkilerde kYSSP’lerin bol miktarda bulunusu ve denatiire proteinlere baglanma
ve stabilize etme gibi fonksiyonel ozellikleri, bu proteinlerin bitkilerde stres
toleransinin kazanilmasinda 6nemli role sahip oldugu fikrini ileri siirmektedir
(Sun et al. 2002, Wang et al. 2003). Bununla birlikte, kKYSSP’ler birka¢ nedenden
dolay1 bitkilerde ilgi cekmistir. Ik olarak, kYSSP’ler yiiksek sicaklik stresi

27



sirasinda protein sentezi profilinin biiyiik kismini olusturmakta ve yiiksek sicaklik
stresi kosullar1 altindaki soya fasulyesinde toplam yaprak proteininin %1’den
fazlasini olusturmaktadir (DeRocher et al. 1991, Hsieh et al. 1992). Ikinci olarak,
kYSSP’lerin evrimsel olarak farklilagmasi bitkilere 6zgiidiir. Tipik olarak diger
okaryotlar sadece birkag kYSSP’ye sahipken bitkiler en az alt1 farkli gen grubuna
ayrilan 30-60 gene sahiptir. Son olarak, tiirler ve yapay olarak secilmis tarimsal
iriin genotipleri arasinda kYSSP’lerin yiiksek sicakliga tepkilerinde farkliliklar
bulunmus ve bu farkliklarin termal tolerans ile iliskili olabilecegi bildirilmistir
(Ougham and Stoddart 1986, Nguyen et al. 1989, Water 1996, Park et al. 1996,
1997, Lee and Vierling 2000, Simdes-Aradjo et al. 2003). Bununla birlikte,
kYSSP’lerin fonksiyonu kesin olarak belirlenmis olmamasina ragmen, stres
kosullart sirasinda molekiiler saperonlar olarak rol oynadigina dair deliller
bulunmaktadir (Sun et al. 2002). Diger taraftan, Zhang vd. (2005), kYSSP’lerin
normal hiicresel fonksiyonlar icin gerekli olup olmadigi hakkinda kanit
bulunmadigini bildirmistir. Arastirmaci, stres olmayan kosullarda Festuca
genotiplerinde kYSSP geninin eksprese edilmedigini ve yiiksek sicaklik stresi
(39°C, 42°C ve 44°C) altinda daha fazla eksprese edildigini bildirmistir. Ancak,
yiikksek sicaklik uygulamalarinda termal toleransli genotipe gore termal duyarh
genotipte KYSSP geninin daha fazla eksprese edildigi belirlenmistir (Zhang et al.
2005).

Heckathorn vd. (1998), kloroplast kKYSSP’lerinin yiiksek sicaklik stresi sirasinda
fotosistem II oksijen-cikis proteinlerinin kararli halde kalmasinda direkt rol
oynadigin1 ve boylelikle fotosistem II elektron tasima sisteminin devam
ettirildigini  bildirmistir. Kloroplast kYSSP’lerinin oksijen ¢ikisin1 saglayan
proteinleri yiiksek sicaklik stresinin denatiirasyon etkisinden korudugu, ancak
kYSSP’lerin denatiire olmus proteinleri tekrar aktive edemedigi bildirilmistir
(Heckathorn et al. 1999). Miyao-Tokutomi vd. (1998), transjenik tiitiin bitkisinde
kYSSP ekspresyonunun fotosistem II'nin termal toleransinda artisa neden
oldugunu bildirmistir. Ek olarak, yiiksek sicaklik toleransinda kloroplastta
lokalize olmug kYSSP’lerin rolii i¢in daha fazla delil, domates (Preczewski et al.

2000) ve Agrostis palustris (Park et al. 1996) gibi iki farkli bitki tiiriinden elde
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edilmistir. Preczewski vd. (2000), 24 kDa molekiil agirhigindaki kloroplast kiigiik
yiiksek sicaklik proteinin FSII’yi yiiksek sicaklik stresine karsi korudugunu ve bu
proteinin sentezindeki fenotipik varyasyonun FSII termal tolerans: ile pozitif
olarak iliskili oldugunu bildirmistir. Bununla birlikte, mitokondriyal kYSSP’lerin
birikiminin mitokondrilerin termal toleransi ile iliskili oldugu bildirilmistir (Chou

et al. 1989, Sanmiya et al. 2004).

2.3.3.2 Yiiksek Sicaklik Soku Proteinleri ve Molekiiler Saperon Agi

Yiiksek sicaklik stresi sirasinda sentezlenen bircok proteinin, hiicresel dengenin
siirdiiriilmesi icin diger hiicresel proteinleri yiiksek sicakliin geri doniisiimsiiz
denatiirasyonuna kars1 koruyan ve zarar gormiis proteinlerin yeniden katlanmasini
kolaylagtiran “molekiiler saperonlar” olarak fonksiyon gordiigii bildirilmistir
(Boston et al. 1996, Wang et al. 2004). Molekiiler saperonlar; normal hiicresel
islevlerde protein katlanmasi, birlesmesi, translokasyonu ve pargalanmasindan
sorumludur. Proteinlerin ve membranlarin kararli hale getirilmesinde fonksiyona
sahiptir ve stres kosullar1 altinda proteinlerin yeniden katlanmasina yardimci
olmaktadir. Ayrica, bir¢ok molekiiler saperon stres proteinidir ve bir¢ogu yiiksek
sicaklik soku proteini (YSSP) olarak teshis edilmistir (Lindquist and Craig 1988,
Schoffl et al. 1998). Bu nedenle, bu proteinler YSSP/saperonlar olarak
adlandirilmistir (Wang et al. 2004).

YSSP’lerin farkli gruplan hiicresel korumada birlikte hareket etmekte ve
proteinlerin korunmasinda tamamlayici rol oynamaktadir (Sekil 2.1) (Wang et al.
2004). YSSP/saperonlarin farkli gruplari, stres kosullarinda proteinlerin
korunmasinda rol oynamaktadir. Bitkilerde abiyotik stres kosullari, yapisal ve
fonksiyonel proteinlerde fonksiyon kaybina ve denatiirasyona neden olmaktadir.
Proteinlerin  fonksiyonel konformasyonlarimin siirdiiriilmesi ve protein
¢cOkelmesinin engellenmesi, stres kosullar1 sirasinda hiicre canliligi i¢in oldukga
onemlidir. Hiicresel dengenin siirdiiriilmesi icin YSSP’lerin bazi tiyeleri (kKYSSP
ve YSSP70) protein konformasyonunu stabilize etmekte, ¢cokelmeyi engellemekte

ve boylelikle diger YSSP’ler (YSSP60, YSSP70 ve YSSP90) tarafindan saglanan
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tekrar katlanma igin proteinlerin kararli halinin siirdiiriilmesini saglamaktadir.
Denatiire olmug veya hatali katlanmis proteinler cokelti olusturdugunda,
YSSP100 bu ¢okeltinin tekrar ¢oziinmesini ve katlanmasimi saglamakta veya

proteaz ile parcalamaktadir (Sekil 2.1).

YSSP70, YSSP90
Saperon sinyali ve transkripsiyon
aktivasyonu

YSSP/saperonlarin ve diger strese tepki
proteinlerinin sentezi

kYSSP, YSSP70
Cokelmenin stabilizasyonu ve
onlenmesi

!
\
e

1 Protein denatiirasyonu

YSSP60, YSSP70, YSSP90

Yeniden katlanma

/ Parcalanma
I (Degradasyon)

\ Kiimelesme

YSSP100/Clp

Yeniden ¢oziinme

Sekil 2.1 Abiyotik stres cevabinda yiiksek sicaklik soku proteini (YSSP) ve saperon agi (Wang et
al. 2004’ den degistirilerek)

2.4 Bitkilerde Primer ve Sekonder Streslere Karsi Tolerans Cevabi
Yiiksek sicaklik, tuzluluk ve kuraklik gibi primer stresler hiicresel zarara ve
ozmotik ile oksidatif stres gibi sekonder streslere neden olmaktadir. Abiyotik

streslere bitki cevaplari, bircok geni ve biyokimyasal-molekiiler mekanizmay1

iceren karmasik olaylar zinciridir (Sekil 2.2).
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Yiiksek toleransa sahip bitkilerin gelistirilmesi icin abiyotik stres toleransinin
molekiiler kontrol mekanizmalari, stresle iliskili spesifik genlerin ifadesine
dayanmaktadir. Bu genler; (i) sinyal iletiminde gorev yapan enzimler ve
transkripsiyon faktorlerini (Shinozaki and Yamaguchi-Shinozaki 2000, Zhu
2001), (i) membranlarin ve proteinlerin direkt olarak korunmasinda fonksiyonu
olan yiiksek sicaklik soku proteinleri (YSSP’ler)/saperonlar, ge¢ embriyogenez
(LEA) proteinleri (Vierling 1991, Tomashow 1999, Bray et al. 2000),
ozmokoruyucular ve serbest radikal uzaklastiricilar1 (Bohnert and Sheveleva
1998) ve (iii) aquaporin ve iyon tasiyicilar1 gibi su ve iyon alimini (Blumwald
2000) saglayan genleri i¢cermektedir. Ozmotik ve iyonik etkiler, sicaklik veya
membran akigkanligindaki degisimler gibi ilk stres sinyalleri hiicresel dengenin
tekrar diizenlenmesi, zarar gormiis protein ve membranlarin korunmasi veya
tamiri i¢in stres-cevap mekanizmalarin1 aktive eden bir sonraki sinyal
basamaklarimi ve transkripsiyon kontrollerini tetikler. Sinyal veya gen aktivasyon
islevlerinin bir veya birka¢c basamagindaki yetersiz cevap, hiicrenin Oliimiine
neden olan hiicresel dengede geri doniisiimii olmayan degisiklikler ve fonksiyonel

ve yapisal protein ve membranlarin bozulmasi ile sonuglanir (Wang et al. 2003).

Primer ve sekonder stresler, fonksiyonel ve yapisal proteinlerin denatiirasyonuna
neden olabilmektedir (Smirnoff 1998). Farkli cevresel stres kosullart benzer
hiicresel sinyal iletim yollarim (Knight and Knight 2001) ve stres proteinleri,
antioksidantlarin regiilasyonu ve c¢oziinenlerin birikimi (Vierling and Kimpel
1992, Zhu et al. 1997, Cushman and Bohnert 2000) gibi ¢esitli hiicresel cevaplari

aktive etmektedir.

Biiyiime ve verimliligi devam ettirmek i¢in bitkiler stres kosullarina adapte olmak
ve spesifik tolerans mekanizmalarim1 gelistirmek zorundadir. Artan tolerans i¢in
bitki modifikasyonu ¢ogunlukla hiicresel bilesenlerin yapisini ve fonksiyonunu
koruyan ve devam ettiren genlerin manipiilasyonuna dayanmaktadir. Mevcut
calismalar, ozmolitler ve antioksidantlar gibi fonksiyonel ve yapisal koruyucularin

sentezine neden olan mevcut enzimlerin kodlanmasi veya stres toleransi ile iliskili
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proteinlerin kodlanmasi gibi sinyal ve diizenleyici yollarda fonksiyon goren bir

veya birka¢ genin transferine dayanmaktadir (Wang et al. 2003).

Sekonder stres
Ozmotik stres
Oksidatif stres

Ozmotik ve iyonik dengenin

Sinyalin
algilanmasi
ve iletimi

bozulmasi; fonksiyonel ve
yapisal protein ve
membranlarin zarari

Ozmosensorler (6r: AtHK1),
Fosfolipid-ayirict enzimler (6r:PLD),
Ikincil haberciler (6r: Ca®, PtdOH, ROS),
MAP kinazlar, Ca* sensorleri (6r: SOS3),
Ca-bagimli protein kinazlar (6r: CDPKs)

J

Transkripsiyon
kontrolii

|_—" Transkripsiyon faktorleri
(or:CBF/DREB, ABF, HSF, bZIP, MYC/MYB)

Stres-cevap
mekanizmalari

Detoksifikasyon u
(SOD, PX)

Saperon fonksiyonlari
HSP, SP1, LEA, COR)

Gen

& ?
Ozmokoruyucu 2 ivasyonu

Su ve iyon hareketi
(aquaporin, iyon tastyicist)

(prolin, glisin-betain,

seker poliolleri) ﬂ

Hiicresel dengenin yeniden diizenlenmesi; protein ve
membranlarin fonksiyonel ve yapisal olarak korunmasi

J

Stres Toleransi veya Direnci

Sekil 2.2 Abiyotik streslere bitki cevaplart. Kisaltmalar: AtHK1, Arabidopsis thaliana histidin

kinaz-1; PLD, Fosfolipaz D; PtdOH, Fosfatidik asit; ROS, Reaktif oksijen tiirleri;
Mitojen-aktive protein;

MAP,

bZIP, Bazik 16sin fermuar transkripsiyon faktorii;, CBF/DREB,

C-Tekrar-baglanma-faktorii/dehidrasyon-cevap baglanma proteini; COR, Diisiik sicaklik-cevap
proteini; HSP, Yiiksek sicaklik soku proteini; LEA, Ge¢ embriyogenez proteini; PX, Peroksidaz;
SOD, Siiperoksit dismutaz; SP1, Kararli protein 1. (Wang et al. 2003’ dan degistirilerek)
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Bu aragtirmada, Tiirkiye’de ekimi yapilan 16 ekmeklik (Triticum aestivum L.) ve
14 makarnalik (Triticum durum Desf.) bugday cesidinin erken fide evresinde
farkli sicaklik uygulamalarina maruz birakilan fidelerin ilk yaprak dokularinda
hiicre canliligr [2,3,5-trifeniltetrazolium kloriir (TTC) indirgenme testi] ve
fotosentetik  pigmentlerin  (klorofil a, b ve karotenoidler) birikimi
degerlendirilmistir. Diger taraftan, 37—50°C/25°C oraninda (%) klorofil a+b
birikimindeki azalma bakimindan tiim cesitlerin ortalamasina (%48.40) gore en az
klorofil kaybeden ve termal toleransli olarak kabul edilen ekmeklik Gonen-98
(%32.13) ve makarnalik Ege-88 (%45.19) bugday cesitleri ile en fazla klorofil
kaybeden ve termal duyarli olarak kabul edilen ekmeklik Cumhuriyet-75
(%60.06) ve makarnalik Ankara-98 (%67.14) bugday cesitleri farkli sicaklik
uygulamalarina maruz birakilmis ve ilk yaprak dokularindan izole edilen total
¢Oziinebilir proteinlerindeki genotipik cesitlilik iki-yonlii (2-D) SDS-poliakrilamid
jel elektroforezi (IEF/SDS-PAIJE) teknigi ile analiz edilmistir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1 Kimyasallar

Bu aragtirmada kullanilan kimyasallar Sigma, Merck ve Riedel de-Haén’in
analitik grade iiriinleridir. Besin ¢ozeltisi monodistile su ve diger ¢ozeltiler ise

bidistile su ile hazirlanmistir.

3.2 Tohumlarm Temini

Bu arastirmada kullanilan hekzaploid ekmeklik bugday (Triticum aestivum L.) ve
tetraploid makarnalik bugday (Triticum durum Desf.) ¢esitlerine ait tohumlarin
tescil tarihleri ve temin edildigi arastirma enstitilleri Cizelge 3.1 ve 3.2°de
verilmistir.

Cizelge 3.1 Hekzaploid ekmeklik bugday (Triticum aestivum L.) ¢esitlerine ait tohumlarin tescil
tarihleri ve temin edildigi arastirma enstitiileri

Cesit ada Tescil Tarihi Tarimsal Arastirma Enstitiisii / 11
1  Bezostaya-1 19.03.1968 Anadolu / Eskisehir
2 Gerek-79 15.05.1979 Anadolu / Eskisehir
3 Altay-2000 28.04.2000 Anadolu / Eskisehir
4 Sonmez-2001 24.04.2001 Anadolu / Eskisehir
5  Cumhuriyet-75 13.05.1976 Ege / [zmir
6  Izmir-85 15.10.1985 Ege / [zmir
7  Kasitbey-95 20.04.1995 Ege / [zmir
8 Ziyabey-98 12.05.1998 Ege / Izmir
9  Basribey-95 20.04.1995  Ege/ Izmir
10  Gonen-98 12.05.1998 Ege / [zmir
11  Meta-2002 02.05.2002 Ege / [zmir
12 Giin-91 26.04.1991 Tarla Bitkileri Merkez / Ankara
13 ikizce-96 16.04.1996 Tarla Bitkileri Merkez / Ankara
14  Adana-99 26.04.1999 Cukurova / Adana
15 Ceyhan-99 26.04.1999 Cukurova / Adana
16  Pandas 24.04.2001 Cukurova / Adana
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Cizelge 3.2 Tetraploid makarnalik bugday (Triticum durum Desf.) ¢esitlerine ait tohumlarin tescil
tarihleri ve temin edildigi arastirma enstitiileri

Cesit adx Tescil Tarihi Tarimsal Arastirma Enstitiisii / il
1 Kunduru-1149 26.04.1967 Anadolu / Eskisehir
2 Yelken-2000 28.04.2000 Anadolu / Eskisehir
3 Ege-88 26.04.1988 Ege / [zmir
4  Salihli-92 12.05.1992 Ege / izmir
5  $o6len-2002 02.05.2002 Ege / [zmir
6  Tiiten-2002 02.05.2002 Ege / [zmir
7  Gediz-75 13.05.1976 Ege / izmir
8  Cakmak-79 15.05.1979 Tarla Bitkileri Merkez / Ankara
9 Kizltan-91 26.04.1991 Tarla Bitkileri Merkez / Ankara
10  Ankara-98 12.05.1998 Tarla Bitkileri Merkez / Ankara
11 Cesit-1252 26.04.2000 Tarla Bitkileri Merkez / Ankara
12 Amanos-97 06.05.1997 Cukurova / Adana
13 Fuatbey-2000 28.04.2000 Cukurova / Adana
14  Aydin-93 02.05.2002 Giineydogu Anadolu / Diyarbakir

Elde edilen tohumlar, boceklenme ve enfeksiyonu onlemek icin kullanilincaya
kadar +4°C’de muhafaza edilmistir. Denemelerde kullanilan saglikli tohumlar

yaklagik ayni boyutta ve renkte olacak sekilde secilmistir.
3.3 Tohum Yiizey Sterilizasyonu

Ekmeklik (Triticum aestivum L.) ve makarnalik (Triticum durum Desf.) bugday
cesitlerine ait tohumlarin %2’lik sodyum hipokloritte 15 dakika siireyle yiizey
sterilizasyonu sallayici tizerinde yapilmistir. Sterilizasyonu takiben tohumlar 3

kez distile sudan geg¢irilmistir.

3.4 Cimlenme ve Bitki Yetistirme Kosullar:

Steril edilen tohumlar kontrollii iklim kabininde 25°C’de 5 sa sisirilmistir.
Denemelerde uygulanan sicaklik degeri, istenilen sabit degerin 1°C altinda veya

iizerindedir (£1°C). Hiicre canlilik testi (2,3,5-trifeniltetrazolium kloriir
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indirgenme testi), fotosentetik pigment birikimi ve protein analizleri igin
icerisinde distile su ile 1slatilmis iki kat filtre kagidi bulunan 20x11.5x5 cm
boyutlarinda ve kapaginda hava giris ¢ikisina uygun yaklasgitk 1 mm capinda
delikler bulunan seffaf plastikten yapilmis cimlendirme kaplarinda biiyiitiilmiis
fideler kullamilmistir. Her bir analizde cesitlere ait tohumlar, 25°C’de ve yaklagik
%60 nemde 2 giin siireyle karanlikta ¢cimlendirilmistir. Bu siire sonunda, yaklasik
olarak aym koleoptil ve kok uzunluguna sahip olan fideler secilmistir. Bu
asamada ve sonrasinda kaplara yar1 yariya sulandirilmis Hewitt besin ¢ozeltisi,
denemeler siiresince gerektiginde kaplara ilave edilmistir. Arastirmamizda,
fotoperiyot uygulamasinda toplam 151k siddeti yaklagik 110 pwmol foton m?s!

olup; bu deger iklim kabininde bulunan 11 adet Sylvania Gro-Lux fliioresan

lamba (F18W/GRO) ile saglanmaistir.

Hiicre canlilik testi, fotosentetik pigment birikimi ve protein analizleri i¢in bitkiler
Zadoks vd. (1974) tarafindan tamimlanan GS 12 (ilk yapragin tam, 2. yapragin ise

%50’sinin ¢iktig1 evre) bilyiime evresinde orneklenmistir.

3.5 Hiicre Canhlik Testi (TTC indirgenme Testi)

Bu arastirmada kullanilan 16 ekmeklik ve 14 makarnalik bugday cesidinin erken
fide evresinde farkli sicaklik uygulamalarina maruz birakilan fidelerinin ilk
yapraklarinda 2,3,5-trifeniltetrazolium kloriir kullanilarak hiicre canliliklar
belirlenmistir. Canli hiicrelerin ¢esitli tetrazolium tuzlarim1 indirgeyebilme

yetenegi ¢esitli organizmalar i¢in bildirilmistir (Smith 1951).

Kontrol (25°C) sicakliginda ¢imlendirilen ve biiyiitiilen iki giinliik etiyole fideler,
25°C sicaklikta ve 16/8 sa (1sik/karanlik) fotoperiyotta 3 giin daha biiyiitiilmiistiir.
Bu siire sonunda, hiicre canllik testlerinde iki gruba ayrilan fidelerin 1. grubuna

asagidaki sicaklik uygulamasi fide durumunda iken uygulanmstir.

I grup:
25°C (2 gun)Karanllk_)zsoc (3 gﬁn)m/s sa l'oloperiyol_)37oc (24 Sa)16/8 sa fotoperiyot
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II. grup fideler, I. grup fidelerin maruz kaldig1 sicaklik basamaklarinin ardindan
fidelerin ilk yapraklarimin uglarindan 1 cm kesilip atildiktan sonra geriye kalan
kismin ucundan itibaren alinan 1’er cm uzunlugundaki iki yaprak segmenti, 100
uL distile su igeren agzi kapakl test tiiplerine alindiktan sonra yiiksek sicaklik
soku uygulamasina (50°C, 1 sa) maruz birakilmistir. I. grup fidelerden alinan

yaprak kesitleri i¢in de ayn1 yaprak kesme islemleri uygulanmstir.

11. grup:

25°C (5 gun)Karanllk_)25°C (3 gun)IG/S sa fotoperiyot_)37oc (24 Sa)16/8 sa fotoperiyot —50°C (1 Sa)Karanhk

Kontrol sicakliginmi takiben 50°C’de 1 sa yiiksek sicaklik soku uygulanan fideler
cogunlukla canliliklarim1 kaybetmistir. Bu nedenle, TTC indirgenme testi 1. ve II.

grup uygulamalar1 kapsamaktadir.

Her bir bugday cesidi ve sicaklik uygulamasi icin 6 tekrarli olacak sekilde

ornekleme yapilmistir.

Sicaklik uygulamalarini takiben, 2 mL TTC soliisyonu (0.05 M potasyum fosfat
tamponunda pH:7.5, %0.8’lik TTC ve %1 Tween-80) her bir tiipe eklenmis ve
dokulardaki havayr alarak TTC c¢o6zeltisinin dokulara niifuzunu saglamak igin
tiiplere 15 dakika vakum uygulanmistir (Porter et al. 1994). TTC ¢o6zeltisindeki
her bir 6rmek 24 sa boyunca 25°C’de ve karanhkta inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra yapraklar ii¢ kez distile su ile yikanmis ve 2 mL %95’lik
etanol iceren agzi1 kapakli test tiiplerine yerlestirilerek 24 sa icin 25°C ve
karanlikta tutulmustur. Ekstraksiyon sonunda kirmizi formazanin c¢ok yogun
olmas1 nedeniyle uygun seyreltme yapilmistir. Steponkus ve Lanphear (1967),
indirgenmis TTC’nin maksimum absorbans verdigi dalga boyunun 490 nm
olmasina karsin klorofilli dokularda bu degerin 530 nm oldugunu bildirmistir. Bu
nedenle, etanol ¢ozeltisinin optik densitesi (OD) 530 nm’de TU-1880 Double
Beam UVI-VIS Spektrofotometre kullanilarak ol¢iilmiistiir. TTC’nin formazana
indirgenme yiizdesinin Ol¢iilmesi ile kazanilan termal tolerans seviyesi asagidaki

formiile gére hesaplanmistir:
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TT (%) = (OD37-550°c / OD37c) X 100
OD37.5500c, uyumu takiben kesilmis yaprak dokularinin yiiksek sicaklik soku
uygulamasina maruz kalmasiyla elde edilen ortalama absorbans degerlerini ve
OD37¢c, uyum sicakligina maruz kalmis fidelerin yaprak dokular icin ortalama

absorbans degerlerini ifade etmektedir.

3.6 Fotosentetik Pigmentlerin Analizi

Fotosentetik pigmentlerin [klorofil a ve b (Klo a ve Klo b) ve karotenoidler]
sentezi ve birikimi {izerine farkli yiiksek sicaklik uygulamalarimin etkisi
incelenmistir. Bes giin siireyle 25°C’de biiyiitiilen etiyole fideler asagida belirtilen
kontrol ve yiiksek sicaklik uygulamalarina karanlikta maruz kaldiktan sonra

25°C’de 24 sa siireyle siirekli 151k periyoduna maruz birakilmistir.

Kontrol uygulamast:

25°C (5 gun)Karanhk_>25°C (24 Sa)Karanhkﬁzsoc (24 Sa)ISIK

Uyum (subletal) sicaklik uygulamast:
25°C (5 giin)karantik—>37°C (24 sa)karanuk—>25°C (24 sa)isx

Uyum —Yiiksek sicaklhik soku (letal) uygulamasu:
25°C (5 giin)karanik—>37°C (24 sa)karanik—>30°C (1 sa)karanuk—>25°C (24 sa)igix

Kontrol sicakliginmi takiben 50°C’de 1 sa yiiksek sicaklik soku uygulanan fideler
cogunlukla canliliklarin1 kaybetmistir. Bu nedenle, fotosentetik pigment analizleri

yukaridaki uygulamalarda gerceklesitirilmistir.

Toplam klorofiller (Klo a ve Klo b) ve karotenoidlerin ekstraksiyonu ve
konsantrasyonlarinin belirlenmesi Wellburn (1994)’e gore yapilmistir. Farkli
sicaklik uygulamalarini takiben 25°C’de 24 sa siirekli 11k periyodunda tutulan
fidelerin ilk yapraklarindan yaklasik 45 mg yas yaprak dokusu alinmistir. Her bir

bugday cesidi ve sicaklik uygulamasi i¢in 6 tekrarli olacak sekilde ornekleme
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yapilmistir. Kiigiik parcalara ayrilan dokular, 10 mL sogutulmus metanol iceren
agz1 kapakli test tiiplerine (160x10 mm) alinmistir. Pigmentlerin tamamen
metanole ge¢cmesi icin tiipler 48 sa siiresince +4°C ve karanlikta bekletilmistir.
Her uygulamaya ait c¢ozeltinin Klo a, Klo b ve karotenoidlerin absorbanslari
sirasiyla 666, 653 ve 470 nm dalga boylarinda, TU-1880 Double Beam UV-VIS
spektrofotometre kullanilarak ol¢iilmiis ve konsantrasyonlar asagidaki formiillere
gore yas agirlhik (YA) temelinde mg.gYA'1 olarak hesaplanmistir (Wellburn
1994):

Klorofil a (KIO Cl) = 15-65A666_ 7.34Ag53 X S*
Klorofil b (KIO b) = 27.05A653 - 11-21A666 X S
Karotenoidler = (1000A470 — 2.86Klo a — 129.2Klo 5)/221 X S

* S: Seyreltme katsayisi

Kontrole gore 37°C ve 37—50°C yiiksek sicaklik uygulamalarinda klorofil

birikimindeki azalma asagidaki formiiller kullanilarak hesaplanmistir:

Klo a+b miktarindaki azalma= [1-(Klo a+b37c/Klo a+bzsec)]x100

Klo a+b miktarindaki azalma= [1-(Klo a+b37_,50°c/Klo a+bss:c)]x100

Kontrol ve yiiksek sicaklik uygulamalarinda toplam klorofil/karotenoid orani
belirlenmis ve kontrole gore 37°C ve 37—50°C yiiksek sicaklik uygulamalarinda
klorofil/karotenoid (Klo a+b/Karot) oranindaki azalma asagidaki formiiller

kullanilarak hesaplanmistir:

% Azalma gio a1 b/Karot = 1- [(Klo a+b/Karot)z7oc/ (Klo a+b/Karot)rsec]x100

% Azalma 1o g4+ h/Karot = 1- [(Klo a+b/Karot)37_50°c / (Klo a+b/Karot),sec]x100

3.7 Protein Analizleri

Bu arastirmada, 37—50°C/25°C oraninda (%) klorofil a+b birikimindeki azalma

bakimindan tiim ¢esitlerin ortalamasina (%48.40) gore en az klorofil kaybeden

termal toleransli ekmeklik Gonen-98 (%32.13) ve makarnalik Ege-88 (%45.19)
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bugday cesitleri ile en fazla klorofil kaybeden termal duyarli ekmeklik
Cumbhuriyet-75 (%60.06) ve makarnalik Ankara-98 (%67.14) bugday cesitlerinin

ilk yaprak dokular1 protein analizleri i¢in kullanilmistir.

Protein analizleri i¢in iki giinlik etiyole fideler, 16/8 sa (isik/karanlik)
fotoperiyotta ve 25°C’de kontrollii iklim kabininde 3 giin daha biiyiitiilmiistiir. Bu
siire sonunda, fideler ii¢ gruba ayrilmistir.
L. grup : Kontrol (25°C, 24 sa)
II. grup  : Uyumlama (37°C, 24 sa)
III. grup : Uyumu takiben yiiksek sicaklik soku uygulamasi (37°C, 24
sa—50°C, 1 sa)

Fide halinde bu uygulamalara maruz kalan bitkilerin ilk yapraklar1 (500 mg) sivi
azotta dondurularak protein ekstraksiyonu yapilincaya kadar -20°C’de muhafaza

edilmistir.

3.7.1 Protein Ekstraksiyonu

Siv1 azotta dondurulan yaprak ornekleri -20°C’ye alinmistir. Dondurulmus yaprak
dokularindan protein ekstraksiyonu Damerval vd. (1986)’a gore yapilmistir:
Dokular, sogutulmus porselen havan igerisinde sivi azot kullanilarak toz haline
getirilmistir. Toz haline getirilen dokular, %0.07 B-merkaptoetanol (BME) iceren
asetonda hazirlanmis %10’luk trikloro asetik asit (TCA) ¢6zeltisinin 5 mlL.’sinde
siispanse edildikten sonra santrifiij tiiplerine alinmistir. Proteinleri ¢oktiirmek icin
-20°C’de en az 1 sa tutulan siispansiyon, Niive NF 800 R santrifiijde +4°C’de 15
dakika 10000 rpm’de santrifiij edilmistir. Sonra siipernatant kisminin tamami
tiplerden uzaklagtinlmigtir. Tiiplerin tabaninda bulunan pelet iizerine asetonda
hazirlanmig %0.07 BME’den 0.5 mL ilave edilerek vortekslenmis ve iizerine 4.5
mL ayn1 ¢ozeltiden ilave edilerek tiipler en az 1 sa -20°C’de tutulduktan sonra
aym sekilde +4°C’de 15 dakika 10000 rpm’de santrifiij edilmistir. Siipernatant
kismi uzaklagtinldiktan sonra tiipte kalan peletler desikatérde kurutularak

kullanilincaya kadar -20°C’de saklanmustir.
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3.7.2 Yaprak Orneklerinin Protein Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Farkli sicaklik uygulamalarina maruz kalmis cesitlerin yaprak dokusundan izole
edilen protein konsantrasyonu, Bradford metodunun (Bradford 1976)
modifikasyonunu kapsayan Ramagli ve Rodriguez (1985)’e gore tespit edilmistir.

Bradford stok ¢ozeltisi (5X):

Commasie Brilliant Blue G-250 100 mg
%95 etanol (EtOH) 50 mL
%85’lik fosforik asit (H;PO,) 100 mL

Bu karisim 200 mL’ye tamamlandiktan sonra 1:3 oraninda distile su ile
seyreltilerek Whatman No.1 filtre kagidi ile siiziilmiistiir. Standart i¢in Bovin
Serum Albumin (BSA) standart ¢ozeltisi kullanilmistir. Standart ¢ozeltisi, 1 mg
BSA urea karisiminin (9 M urea, %2 amfolinler, %4 NP-40 ve %2 BME) 200
puL’sinde coziilerek hazirlanmistir (Ramagli and Rodriguez 1985). Farkhi
konsantrasyonlarda hazirlanan standart ¢ozeltisine (0-10 pL) uygun olarak urea
karistmi (10-0 pL) ilave edilmis ve 0-50 pg BSA/10 pL urea karigimi
hazirlanmistir. Daha sonra sirasiyla 10 uL 0.1 N HCI (hidroklorik asit), 80 uL
dH,O ve 3.5 mL Bradford ¢ozeltisi (1:3 oraninda seyreltilmis) ilave edilmistir.
Standart icin hazirlanan kor tiipii, BSA disindaki ¢ozeltileri icerecek sekilde

hazirlanmastir.

Yaprak oOrnekleri i¢in hazirlanan kor tiipii ile standart i¢in hazirlanan kor
tiipiindeki icerik aymidir. Proteinleri ekstrakte edilmis yaprak oOrneklerinin her
birinin peletinden 5 mg protein 200 uL urea karistminda ¢oziilmiistiir. Protein
ornek cozeltileri 3 dakika 12750 rpm’de santrifiij edildikten sonra siipernatanttan
10 pL protein ¢ozeltisi alinmustir. Uzerlerine 10 uL 0.1 N HCI, 80 pL, dH,O ve

3.5 mL Bradford ¢6zeltisi (1:3 oraminda seyreltilmis) konulmustur.
Ug tekrarli olarak hazirlanan standart ve drnek ¢ozeltilerin absorbanslart 595 nm

dalga boyunda TU-1880 Double Beam UVI-VIS Spektrofotometre ile

belirlenmistir. Standart grafiginden (BSA) yararlamilarak o6rneklerin protein
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konsantrasyonlar1 ve elektroforez asamasinda kullanilacak her bir 6rnegin 70 ug

¢Oziinebilir protein icermesi icin tartilacak miktarlar belirlenmistir.
3.7.3 Elektroforez Analizi

Proteinler iki yonlii sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforez
(SDS-PAIJE) ile tespit edilmistir. Tiim elektroforez ¢aligmalar1 Bio-Rad sistemleri

kullanilarak gerceklestirilmistir.
3.7.3.1 izoelektrik Fokuslama (iEF)

[zoelektrik fokuslama jel cozeltisi (IEFJC) Hochstrasser vd. (1988)ne gore
hazirlanmistir (Cizelge 3.3):

Cizelge 3.3 Tzoelektrik fokuslama jel ¢ozeltisi (IEFIC) igin gerekli kimyasallar ve miktarlari

Kimyasal Miktar:
Urea 10.0 g
dH,0O 7.4 mL
Akrilamid/bis akrilamid stok ¢ozeltisi 3.0 mL
CHAPS 03¢g
NP-40 100.0 puL.
Amfolin (pH:5-8) 200.0 uL
Amfolin (pH:3-10) 800.0 uL.

IEFIC vakumlanp, filtre edildikten sonra -20°C’de saklanmustir. Ornek ¢ozeltinin
hazirlanmasi1 Naqvi vd. (1994)’'ne gore yapilmistir. Yaklasik 70 pg protein
konsantrasyonu icerecek sekilde tartilmis protein 6rnegi 200 uL IEFIC’de
yaklagik 1 sa siiresince oda sicaklifinda ¢oziilmiistiir. Bu siire sonunda 14000
rpm’de 2 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda, siipernatanttan 50 pL
alinarak IEFJC’ye katilmistir. Cozeltiye %2.5’luk taze olarak hazirlanan
amonyum persiilfat (APS)’dan 1.5 uL ve 0.5 puL
N,N,N’,N’-tetrametil-etilendiamin (TEMED) katilarak kisa siire vortekslenmistir.
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Karisim i¢ cap1 1.5 mm, uzunlugu 18 cm olan izoelektrik fokuslama tiiplerine
mikropipet yardimiyla yiiklenmistir (O’Farrell 1975). Yiikleme sonunda tiipler,
bazik ucu parmak ile kapatilarak, asidik u¢ yukarida kalacak sekilde dikey
konumda tutulmus ve bazik uca 1:1 oraninda distile su ile seyreltilmis IEFIC

yiikklenmis ve jelin hava ile temas1 kesilerek polimerizasyon saglanmistir.

Protein 6rnegi icermeyen kor tiip, pH gradientinin belirlenmesi amaciyla aynen
ornek tiiplerin hazirlandign gibi hazirlanmistir. IEF tiipleri genellikle son tiip
doldurulup, tiim tiiplerdeki jeller polimerlesinceye kadar oda sicakliginda

bekletilmistir.

Elektroforez tankinin iist c¢ozeltisi 20 mM sodyum hidroksit (NaOH, katodik
¢ozelti) cozeltisiyle, elektroforez tankinin alt ¢ozeltisi ise 100 mM fosforik asit

(H3PQy4, anodik ¢ozelti) ¢ozeltisiyle doldurulmustur (O’Farrell 1975).

Yiiriitme, 2 sa 400 voltu takiben 14 sa 800 volt sabit akimda (toplam 12000
volt/sa)  gerceklestirilmistir. ~ Yiiritme tamamlandiginda tiipler tanktan
uzaklastirlip tiiptin asidik ve bazik uclarn parafilm ile hava almayacak sekilde
kapatilmigtir. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforez (SDS-PAJE)’de kullanilmak

izere -20°C’de saklanmustir.

3.7.3.2 izoelektrik Noktasimn (pI) Belirlenmesi

Her izoelektrik fokuslama sirasinda kor olarak sadece IEFIC iceren jeller
yiiriitiilmiistiir. Elektroforezden sonra kor tiipiindeki jel, IEF tiiplerinden siringa
yardimi ile cikarilmistir. Jelin asidik ve bazik uglarindan 0.5’er cm kesilerek
atilmigtir. Geriye kalan kisim asidikten bazige dogru 1’er cm’lik pargalara
kesilmigtir. Kesilen pargalar, icerisinde 1.4 mL 1 M potasyum kloriire (KCl)
alindiktan sonra +4°C’de gece boyunca tutulmustur. pH Ol¢iilmeden once oda
sicakliginda 2 sa bekletilen KCI’deki kor jeli parcalarinin pH’1, asidikten bazige
dogru yine oda sicakliginda belirlenmistir. Belirlenen pH degerleri, proteinlerin

izoelektrik noktalarini (pl) belirlemek i¢in kullanilmistir.
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3.7.3.3 SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforez (SDS-PAJE)

IEF’de izoelektrik noktalarina gore ayristirilan protein ornekleri elektroforez
tankinda yiiriitiilmiistiir. SDS-PAJE, Laemmli (1970)’ye gore gerceklestirilmistir.
Buna gore, 10-70 kilodalton (kDa) molekiiler agirliktaki (Cizelge 3.4)
polipeptidlerin kolaylikla ayrilabilecegi %12’lik akrilamid jel kullamilmistir
(Copeland 1993).

Cizelge 3.4 SDS-poliakrilamid jel elektroforez i¢in molekiiler agirlik standartlar:

Protein standartlari* Molekiiler agirliklar: (kDa)
Bovin albumin 66.0
Yumurta albumini 45.0
Gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz 36.0
Karbonik anhidraz 29.0
Tripsinojen 24.0
Tripsin inhibitor, Soya fasulyesi 20.1
a-Laktalbumin 14.2

* Hazirlanan protein standartlarinin her birinden 5’er pL cekilmis, kaynayan
suda 1 dakika tutulmus ve toplam hacim 1:1 oraninda 0.5 M Tris-HCI, pH:6.8

stok ¢ozeltisi ile seyreltilmistir.

Hazirlanan jel c¢ozeltisi, 1.5 mm kalinhkta bosluk igeren 160x160 mm
boyutundaki iki cam plak arasina dokiilmiistir. Uzerine tek disli tarak
yerlestirilmistir. Polimerlesmeyi takiben tarak cikarilmis ve filtre kagidi ile iki
cam arasindaki jelin iist yiizeyindeki sivi c¢ekilmistir. Jelin kuyucuk olmayan
asidik tarafina %0.01 bromfenol mavisi iceren %0.5’lik agaroz ¢ozeltisi iicgen

olacak sekilde dokiilmiistiir.
[zoelektrik fokuslama tiipiindeki jel, siringa yardini ile parafilm iizerine

cikarilmistir. 1ki cam arasindaki slab jelin iizerine asidik ve bazik kisimlari esas

alarak, hava kabarcigi kalmayacak sekilde yerlestirilmistir. Yiiriitme tamponu
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olarak tankin alt ve tist kismina SDS’li Tris-Glisin ¢ozeltisi konulmusgtur. Tek disli
tarakla bazik tarafta acilan kuyucuga standart molekiiler agirlik ¢ozeltisinden 2 pul
yiiklenmistir. Elektroforez tankinin i¢ sogutma sisteminden siirekli olarak ¢esme
suyu gecirilmistir. Aynistirma ilk 30 dakika jel basina 10 mA, sonra bromfenol
mavisinin jelin tabanina yaklagik 1 cm kalincaya kadar jel basina 25 mA sabit

akimda gergeklestirilmistir.

Yiiriitme isleminin bitiminde iki cam plak arasindaki jel, fiksatif (sabitleme)
¢ozeltisine [%50 metanol : %12 glasial asetik asit : %0.05 formaldehit (%37°1ik)]

alinmustir.

3.7.4 Slab Jellere Uygulanan islemler

3.7.4.1 Proteinlerin Boyanmasi

Jellerin giimiis boyamasi Blum vd. (1987)’a gore yapilmistir:

a) Fiksasyon (Sabitleme): Fiksasyon ¢ozeltisi metanol (%50), glasiyal asetik asit
(%12) ve 0.5 mL formaldehit (%37) ile hazirlanmistir. Jeller en az 1 sa veya 1
gece fikse edilmelidir.

b) Yikama: Yikama c¢ozeltisi %50’lik etil alkoldiir. Yikama islemi, 3 kez 20’ser
dakika uygulanmalidir.

¢) On-uygulama: Cozeltisi, sodyum tiyosiilfat.5H,O (0.2 g/L)’dir. Boyama
zeminindeki artis1 engellemek i¢in uygulama fazla uzun siirmemeli, tam 1 dakika
olmalidir.

d) Durulama: Jel yiizeyindeki fazla sodyum tiyosiilfat1 uzaklastirmak ve AgNOs3
ile yiizey boyamasini saglamak i¢in 3 kez 20’ser saniye distile su ile yikanir.

e) Sabitleme: Sabitleme ¢ozeltisi AgNOs (2 g/L) ve 0.75 mL formaldehit (%37)
olup; uygulama zamani 20 dakikadir.

f) Durulama: AgNOs ile sabitlenen jelin yiizeyindeki fazla AgNO;5’ii ve sodyum
tiyosiilfat: uzaklastirmak icin 2 kez 20’ser saniye distile su ile yikanma yapilan

basamaktir.
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g) Gelistirme: Gelistirme c¢o6zeltisi, sodyum karbonat (60 g/L), 0.5 mL
formaldehit (%37) ve sodyum tiyosiilfat.5H,O (4 mg/L) icerir. Protein benekleri
yaklagik 10 dakikada gelisir.

g) Yikama: Uygulama, 2 kez 2’ser dakika distile su ile gerceklestirilir.

h) Durdurma: Durdurma ¢o6zeltisi metanol (%50) ve glasiyal asetik asit (%12) ile
hazirlanir. Uygulama siiresi 10 dakikadir.

i) Yikama: Yikama c¢ozeltisi %50’lik metanoldur ve uygulama siiresi 10
dakikadan fazladir.

Proteinleri boyama asamalarinin tamami, oda sicakliginda ve sallayici iizerinde
gerceklestirilmistir. Boyamanin her asamasinda yeni seffaf eldivenler

kullanilmigtir. Boyama bitiminde jeller fotograflanmis ve kurutulmustur.

3.7.4.2 Jellerin Fotograflanmasi

Boyanmis jeller, Fujitsu S7000 FinePix 19x (6x Optical 3.2x Dijital) fotograf
makinesi takilmig Uvitec-UV marka illiiminator sisteminde o6zel filtre {izerine

konularak fotograflamistir.

3.7.4.3 Jellerin Kurutulmasi

Jeller, glimiis boyamadan sonra saklanmak iizere kurutulmustur. Kurutma iglemi,
Krishnan ve Nguyen (1990)’e gore yapilmistir. Kurutmada, selofan ve kalinligi 6
mm, dig boyutlar1 35x35 cm, i¢ boyutlar1 20x20 cm olan seffaf fleksiglas gerceve
kullanilmistir. Jel, fleksiglas cerceve lizerine yerlestirilen distile su ile 1slatilmis
iki selafon arasina hava kabarcig1 kalmayacak sekilde yerlestirilmistir. Jeller oda

sicakliginda kurutulmustur.

3.7.4.4 Jellerin Okunmasi

Kontrol jellerine gore sicaklik uygulamalarina ait jellerde sentezi kaybolan, yeni
sentezlenen ve sentezi belirgin sekilde artan veya azalan yiiksek sicaklik stresi
proteinleri belirlenmistir. Bu proteinlerin izoelektik noktalar1 (pI) ve molekiiler

agirliklan (kilodalton, kDa) belirlenmistir.
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3.8 istatistiki Analizler

Fotosentetik pigment analizleri ve TTC indirgenme testi, 6 tekrarli ve rasgele
deneme deseni olacak sekilde gerceklestirilmistir. Spektrofotometrik absorbans
Olctimleri ve hesaplanan % verilere SPSS (versiyon 10.0) paket programi
kullanilarak varyans analizi uygulanmistir. Elde edilen verilere ait ortalamalar
arasindaki onemli diizeydeki farkliliklar Duncan Coklu Karsilastirma testi ve

Student-T testi kullanilarak belirlenmistir (P<0.05).
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4. BULGULAR

4.1 Bazm Ekmeklik ve Makarnahk Bugday Cesitlerinin ilk Yaprak
Dokusunda TTC indirgenmesi Uzerine Yiiksek Sicakhigin Etkisi

Bu aragtirmada, baz1 ekmeklik ve makarnalik bugday cesitlerinin erken fide
evresindeki ilk yaprak dokusunda 2,3,5-trifeniltetrazolium kloriir (TTC)
indirgenmesine bagh olarak hiicre canlilig1 tizerine farkli sicaklik uygulamalarinin
(37°C, 24 sa ve 37°C, 24 sa—50°C, 1 sa) etkisi ve ¢esitler arasinda termal

tolerans acisindan genetik cesitlilik belirlenmistir.

Varyans analizleri, TTC indirgenme testi i¢in 16 Triticum aestivum L. ve 14
Triticum durum Desf. ¢esidi arasinda 6énemli farkliliklarin oldugunu gostermistir
(Cizelge 4.1). Cesitlerin 37°C’de 24 sa uyumlanmasiyla fidelerin ilk yaprak
dokusunda  Olciilen  absorbans degerleri, makarnalik bugday cesidi
Yelken-2000’de 1.262 (en diisiik)’den ekmeklik bugday cesidi ikizce-96’da 4.607
(en yiiksek)’ye aralanmistir (Cizelge 4.1). Uyum sicakligina gore uyumu takiben
yiiksek sicaklik soku uygulamasinda TTC indirgenmesi énemli diizeyde azalmis
(P<0.05); fakat dokular canliliklarin1 kaybetmemislerdir. Bu yiiksek sicaklik soku
uygulanmig dokularda absorbans degerleri, ekmeklik bugday cesidi
Sonmez-2001’de 0.122 (en diisiik)’den ekmeklik bugday cesidi ikizce-96’da
2.658 (en yiiksek)’e aralanmistir (Cizelge 4.1).

Sicaklik uygulamalarinda her bir cesit icin elde edilen absorbans degerleri
formiilde yerlerine konuldugunda termal tolerans (%TT) degerleri, en diisiik
%7.91 (Sonmez-2001)’den en yiikksek %76.33 (Basribey-95)’e aralanmistir
(Cizelge 4.1). Ekmeklik bugday cesidi Basribey-95 (%76.33) ve makarnalik
bugday cesidi Amanos-97 (%75.01) diger cesitlere gore onemli diizeyde daha
yiiksek termal toleransa sahipken, bu c¢esitler arasindaki fark onemsizdir. TT (%)
bakimindan tiim cesitlere ait ortalama deger %30.86 olarak belirlenmistir.
Ekmeklik bugday cesitlerinden Basribey-95, Gerek-79, Ikizce-96, Bezostaya-1,
Ceyhan-99, Gonen-98, Giin-91 ve makarnalik bugday ¢esitlerinden Amanos-97,
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Ankara-98, Ege-88, Fuatbey-2000, Cakmak-79’un termal tolerans (%) degerleri

ortalamanin iizerinde bulunmustur (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1 Fide evresindeki 16 ekmeklik ve 14 makarnalik bugday cesidinin ilk yaprak
dokularinda TTC indirgenme testi ile belirlenmis termal tolerans (%)

Cegsitler

Sicaklik uygulamalari

37°C

37-50°C

ODs39

TT (%)*

Basribey-95
Amanos-97%%%
Gerek-79
Ikizce-96
Bezostaya-1
Ceyhan-99
Ankara-98
Ege-88
Fuatbey-2000
Gonen-98
Cakmak-79
Giin-91
[zmir-85
Yelken-2000
Gediz-75
Kiziltan-91
Aydin-93
Adana-99
Salihli-92
Tiiten-2002
Solen-2002
Cesit-1252
Kunduru-1149
Meta-2002
Kasifbey-95
Cumbhuriyet-75
Pandas
Altay-2000
Ziyabey-98
Sonmez-2001

1.467 £0.064 A%*
2.458 £0.128 A
3.519 £0.090 A
4.607 £0.066 A
1.729 £0.053 A
1.887 £0.078 A
2.436+0.118 A
2.432 £0.023 A
2.724 £0.021 A
2.483 +£0.037 A
1.329 £0.019 A
2.234 +£0.045 A
2.581 +£0.047 A
1.262 £0.043 A
2.653 £0.050 A
1.709 £0.031 A
1.732 £0.071 A
1.681 +£0.096 A
2.339 £0.059 A
1.937 £0.062 A
1.772 £0.054 A
2.711 £0.099 A
1.767 £0.052 A
3.165+0.092 A
3.543 +0.047 A
2.193 £0.057 A
2.825 +£0.099 A
3.911+£0.046 A
2.945 +£0.100 A
1.540 +£0.020 A

1.119 £0.048 B
1.844 +0.048 B
2.208 +£0.067 B
2.658 +0.060 B
0.949 £0.032B
0.992 +£0.020 B
1.207 £0.056 B
1.184 £0.030 B
0.862 +0.040 B
0.773 £0.017B
0.404 +0.014B
0.679 +£0.007 B
0.661 +0.023B
0.314 +0.006 B
0.636 £0.014B
0.405 £0.028 B
0.402 £0.031B
0.382 £0.025B
0.478 £0.014B
0.383 £0.027B
0.319 £0.007 B
0.486 +0.024 B
0.294 +0.014B
0.518 +0.033B
0.554+0.017B
0.337 £0.012B
0.408 £0.020 B
0.393 £0.022B
0.244 +0.011 B
0.122 +0.006 B

76.33 £330 a**
7501 +194a
62.74+191b
57.70+131¢
5490+185cd
52.56 +1.04 de
49.56 +2.32 ef
4870+ 124 f
31.64+147¢
31.14+070 g
3040+1.06 g
30.37+033 g
25.60+£0.90 h
24.84 +0.44 h
23.98 +0.52 hi
23.69 + 1.63 hij
23.23 + 1.84 hij
22.72 +1.47 hij
20.43 +0.60 ijk
19.75 +1.42 jkl
18.02 +0.41 kKlm
17.92 +0.87 klm
16.65 +0.82 kKlm
16.36 +1.05 klm
15.63 £0.48 Im
15.38 +0.56 m
14.42 +0.70 m
10.05+0.57 n
8.27+039n
7.91+038n

Ortalama 30.86 +1.44

*TT (%) = (OD37_50°c / OD37:¢) X 100
** Siitundaki farkl kiigiik harfler, Duncan Coklu Karsilastirma testine gore bugday cesitleri
arasinda ve her bir satirdaki farkli biiyiik harfler Student-T testine gore sicaklik uygulamalari
arasinda onemli diizeydeki farkliliklar1 gostermektedir (P<0.05).
*#*% Makarnalik bugday cesitleri koyu yazilmistir.
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4.2 Baz1 Ekmeklik ve Makarnallk Bugday Cesitlerinde Fotosentetik

Pigmentlerin Birikimi Uzerine Yiiksek Sicakhgm Etkisi

Triticum aestivum L.’ a ait 16 ¢esit ve Triticum durum Desf.’a ait 14 cesidin 5 giin
siireyle 25°C’de bilyiitiilen etiyole fideleri kontrol (25°C, 24 sa), uyum (37°C, 24
sa) ve uyumu takiben yiiksek sicaklik sokuna (37°C, 24 sa—50°C, 1 sa) maruz
birakilmistir. Uygulamalart takiben 6 giinliik etiyole fideler 24 sa i¢in 25°C’de
siirekli 1518a alinmis ve bu siire sonunda ilk yaprak dokusunda toplam klorofil

(Klo a+b) ve karotenoidlerin birikimi belirlenmistir (Sekil 4.1A ve B).

Kontrol ve farkl yiiksek sicaklik uygulamalarim takiben ekmeklik ve makarnalik
bugday cesitlerinde toplam klorofillerin (Klo a+b) pigmentasyonu sicakligin
artmasina bagl olarak onemli diizeyde (P<0.05) azalmistir (Sekil 4.1A ve B).
Ancak, ikizce-96 ve Meta-2002 ekmeklik bugday ve Kiziltan-91 makarnalik
bugday c¢esitlerinde uyum (37°C) ve uyumu takiben yiiksek sicaklik soku
(37-50°C) uygulamalari arasinda toplam klorofil birikimi bakimindan fark

onemsiz bulunmustur (Sekil 4.1A ve B).

Klo a+b miktarlar1 bakimindan 37°C ve 37—50°C sicaklik uygulamalar1 kontrole
gore % olarak oranlandiginda, ekmeklik ve makarnalik bugday cesitlerinin Klo
a+b birikimindeki % azalmaya gore yiiksek sicaklik zarart hesaplanmistir
(Cizelge 4.2). 37—50°C/25°C oraninda cesitlerin klorofil birikiminde azalmanin
37°C/25°C oranindakine gore daha fazla oldugu belirlenmistir. 37°C/25°C ve
37—-50°C/25°C (%) oranlarinda tiim cesitlerin Klo a+b birikimindeki azalma
ortalamalan sirastyla %34.22 ve %48.40 olarak bulunmustur. Bu degerler dikkate
alindiginda, klorofil miktarindaki azalma bakimindan makarnalik ve ekmeklik
bugday cesitleri 37°C/25°C ve 37—50°C/25°C oranlarinda ortalamanin altinda ve
tizerinde benzer dagilim gostermistir. Ancak, yalnizca Altay-2000 ekmeklik
bugday cesidinde klorofil birikimindeki azalma 37°C/25°C oraninda ortalamanin
altinda (%31.09) iken, 37—50°C/25°C oraninda ortalamanin iizerinde (%51.00)

yer almustir.
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Sekil 4.1 Baz1 ekmeklik (A) ve makarnalik (B) bugday ¢esitlerinin ilk yaprak dokusunda toplam
klorofil (Klo a+b) birikimi iizerine farkli sicaklik uygulamalarinin etkisi. Farkli harfler, her bir
cesit icin Duncan Coklu Karsilagtirma testine gore sicaklik uygulamalar1 arasindaki onemli
diizeydeki farkliliklar ifade etmektedir (P<0.05). Barlar standart hatay: (£SH) gostermektedir.
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Cizelge 4.2 Fide evresindeki ekmeklik ve makarnalik bugday cesitlerinin ilk yaprak dokularinda

Klo a+b birikimi iizerine yiiksek sicaklik uygulamalarimn etkisi (%)

Klo a+b birikimi Klo a+b birikimi
Cesitler @Aéle;"g Cesitler (37‘7:5&533/22%)
Ceyhan-99 15.37 +2.58 a** Go6nen-98 32.13+2.14a
Bezostaya-1 1538 +147a Pandas 33.62+098 a
Adana-99 19.60 +2.10 ab Ziyabey-98 34.08 £2.02a
Basribey-95 21.05 +3.08 ab Bezostaya-1 34.96 £ 1.67 ab
Sonmez-2001 21.38 £2.72 ab Kasifbey-95 35.59 £2.21 ab
Gediz-75%*% 22.33+1.06 b Ceyhan-99 36.05 +2.11 ab
Gonen-98 2243+151b [zmir-85 37.30 £2.05 ab
Kasitbey-95 23.18+1.70 b Giin-91 40.21 £2.11 be
[zmir-85 23.50+246b Meta-2002 40.28 +2.50 be
Pandas 23.70+250b S6nmez-2001 40.46 +1.76 be
Ziyabey-98 2398 +2.80b Gerek-79 42.84+252¢
Gerek-79 2425 +2.66 b Adana-99 44.82 +2.14 cd
Ege-88 3032+137¢ Ege-88 45.19+134 cd
Altay-2000 31.09+226 ¢ Gediz-75 45.78 +0.84 cd
Giin-91 32.84+203 ¢ Basribey-95 48.68 +2.25 de
Meta-2002 3414 +229¢d Altay-2000 51.00 £0.97 ef
Amanos-97 35.96 £ 1.25 cde Cesit-1252 52.38 +1.56 efg
Aydin-93 36.29 +2.64 cde Amanos-97 52.94 +1.59 efg
Salihli-92 39.58 £ 0.94 def Cakmak-79 52.95 £ 1.26 efg
Cumhuriyet-75 39.67 +0.65 def Salihli-92 54.27 +1.42 fg
Cakmak-79 41.02 £ 1.00 efg Ikizce-96 54.53 +1.62 fg
Fuatbey-2000 41.93 £ 1.40 efg Fuatbey-2000 55.02 +2.22 fgh
Solen-2002 42.92 +1.68 fg Tiiten-2002 56.74 +2.15 gh
Cesit-1252 44.62 +2.62 fgh Aydin-93 57.35 +2.14 ghij
Tiiten-2002 46.70 £ 1.70 ghi Cumbhuriyet-75 60.06 + 1.41 hij
Yelken-2000 49.35 +2.25 hij Yelken-2000 60.58 +1.31 ij
Ikizce-96 50.73 £ 1.19 ijk Kunduru-1149 60.94 +1.43 ij
Kunduru-1149 55.16 +0.72 jk Solen-2002 61.71 +1.151j
Ankara-98 56.26 £ 1.88 k Kiziltan-91 62.55 £ 1.01 jk
Kiziltan-91 61.97 +2.411 Ankara-98 67.14 +0.86 k

Ortalama 34.22 +1.01 Ortalama 48.40 + 0.81

* Klo a+b birikiminde azalma = 1- [(Klo a+b)37c/ (Klo a+b),5c]x100
Klo a+b birikiminde azalma = 1- [(Klo a+b)37_50°c/ (Klo a+b),5c]*x100

** Her bir siitundaki farkli harfler, Duncan Coklu Karsilagtirma testine gore cesitler arasinda
onemli diizeydeki farkliliklar1 gostermektedir (P<0.05).
*#*% Makarnalik bugday cesitleri koyu olarak yazilmistir.
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Diger taraftan, 37°C/25°C ve 37—50°C/25°C oraninda, Cumbhuriyet-75 ve
Ikizce-96 ekmeklik bugday cesitleri hari¢ diger ekmeklik bugday ¢esitlerinde Klo
a+b birikimindeki azalma ortalamaya gore daha diisiik belirlenmistir. Bunun yan1
sira, Gediz-75 ve Ege-88 makarnalik bugday cesitleri hari¢ diger tiim makarnalik
bugday cesitlerinde Klo a+b birikimindeki azalma ortalamaya gére daha yliksek

bulunmustur (Cizelge 4.2).

Klorofil birikiminde maksimum ve minimum azalma gosteren cesitler 37°C/25°C
ve 37—50°C/25°C oranlarinda farklhiliklar gostermistir (Cizelge 4.2): 37°C/25°C
oraninda (%), Klo a+b birikimindeki azalma ekmeklik bugday cesitlerinde
%15.37°den (Ceyhan-99) %50.73’e (Ikizce-96) aralanirken, bu azalma
makarnalik bugday cesitlerinde %22.23’ten (Gediz-75) %61.97’ye (Kiziltan-91)
aralanmistir. 37—50°C/25°C oraninda (%) Klo a+b birikimindeki azalma
ekmeklik  bugday  cesitlerinde  %32.13’den  (Gonen-98)  %60.06’ya
(Cumhuriyet-75) aralanirken, bu azalma makarnalik bugday cesitlerinde

%45.19°dan (Ege-88) %67.14’e (Ankara-98) aralanmistir. (Cizelge 4.2).

Kontrol ve farkli sicaklik uygulamalarim takiben ekmeklik ve makarnalik bugday
cesitlerinde karotenoidlerin pigmentasyonunda sicaklifin artisina bagli olarak
onemli diizeyde (P<0.05) bazi farkliliklar belirlenmistir (Sekil 4.2A ve B):
Sicakligin artisina bagli olarak karotenoidlerin birikiminde ©nemli diizeydeki
kademeli azalmalar Basribey-95, Cumhuriyet-75 ekmeklik bugday ve Ankara-98,
Aydin-93 makarnalik bugday cesitlerinde belirlenmistir. Ek olarak, kontrole gore
her iki sicaklik uygulamasinda karotenoidlerin birikiminde Onemli diizeydeki
azalmalar Adana-99, Bezostaya-1, Ceyhan-99, Gerek-79, Ikizce-96 ekmeklik
bugday ve Amanos-97, Kiziltan-91 makarnalik bugday cesitlerinde belirlenmistir.
Buna karsin, Giin-91, Meta-2002, Ziyabey-98 ekmeklik bugday ve Ege-88,
Fuatbey-2000, Gediz-75, Kunduru-1149, Salihli-92, Tiiten-2002 makarnalik

53



(A 25°%C
0O 37°C
W 37°C = 350°C

-2

Y

-
|

x| ;
dg 3 a 2|

W 200408 PR o2 &7 2Pz s 2 ol L3R aag

b a & |k 4.3 @

2 1601 p [ R Dy g 1] b 71 B I

. b

- < :

z 1204

g

QBU-

2

540-

H%. (0 £ kA -1 £ k-l -1 1 Fd £ % -1 £ k-l -1 £
mommqrrrrmﬂrormmo,ﬂgﬂr
R RS REERE R R RS

= .'}\EIJ [ [} [t I:|-| 1 [}
fEET s EEasC A s : 3
o ] A1
ammog ME :ON
5 (5]
Triticum aestivam L ceatlen
(B)

240 5 ;

= 3 C

P 200 a 2,28 24 323 a

; ';’r’hg hgaa}a 7T 'E’ha;h%caa}aa ga b

= 160D b M e ol D, abg

g C b ol F3

2 1204

g

= i

EBU

A

540-

H%' [+ 1 ] “H B i = =i B =H B P A 2
s o f ot L& L9 E T3 %Y Y
E t’“_g ) 5 § & Iz 8 8
E E =% o o R S C = T~ B

H e

Triticume durtne Dest pesitlen

Sekil 4.2 Baz1 ekmeklik (A) ve makarnalik (B) bugday cesitlerinin ilk yaprak dokusunda
karotenoidlerin birikimi tizerine farkli sicaklik uygulamalarinin etkisi. Farkli harfler, her bir ¢esit
icin Duncan Coklu Karsilagtirma testine gore sicaklik uygulamalar1 arasindaki onemli diizeydeki

farkliliklar ifade etmektedir (P<0.05). Barlar standart hatay1 (+SH) gostermektedir.
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bugday cesitlerinde karotenoidlerin birikimi kontrole gore 37°C uygulamasinda
onemli diizeyde azalirken, kontrol ile 37—50°C arasindaki fark ©Onemsiz
bulunmustur. Altay-2000 ve izmir-85 ekmeklik bugday cesitlerinde karotenoid
birikimi diger sicaklik uygulamalarina gore 37—50°C uygulamasinda onemli
diizeyde azalirken, S6len-2002 ve Yelken-2000 makarnalik bugday cesitlerinde
onemli diizeyde artmistir. Diger taraftan, Gonen-98, Kasifbey-95, Pandas,
Sonmez-2001 ekmeklik bugday ve Cakmak-79, Cesit-1252 makarnalik bugday
cesitlerinde sicakligin artisina bagli olarak karotenoidlerin birikimi bakimindan

fark onemsizdir (Sekil 4.2A ve B).

Farkli sicaklik uygulamalarinda, ekmeklik ve makarnalik bugday cesitlerinin
klorofil/karotenoid oraninda bazi1 farkliliklar belirlenmistir (Cizelge 4.3).
Klorofil/karotenoid orami genellikle sicakligin artisina bagli olarak kademeli
olarak azalmistir. Ancak, ekmeklik bugday cesitleri Basribey-95, Ceyhan-99 ve
Ziyabey-98’de klorofil/karotenoid oran1 kontrole gore yalmzca 37—50°C
uygulamasinda azalmustir. Ek olarak, ekmeklik bugday Izmir-85 cesidinde
klorofil/karotenoid orani kontrole gore her iki sicaklik uygulamasinda 6nemli
diizeyde azalirken, yiiksek sicaklik uygulamalarn arasindaki fark Onemsiz

bulunmustur (Cizelge 4.3).

37°C/25°C oraninda klorofil/karotenoid oram1 yalmizca ekmeklik Ceyhan-99
(%6.27) ekmeklik bugday cesidinde artmistir (Cizelge 4.4). 37°C/25°C oraninda
klorofil/karotenoid oramindaki azalma (%) ekmeklik bugday c¢esitlerinde,
%4.23’ten (Basribey-95) %33.54 e (Ikizce-96) aralanirken, bu azalma makarnalik
bugday cesitlerinde, %12.24’den (Gediz-75) %48.99’a (Kunduru-1149)
aralanmistir. 37—50°C/25°C oraninda Klorofil/karotenoid oranindaki azalma
ekmeklik  bugday cesitlerinde, %22.52’den  (Bezostaya-1) %47.10’a
(Cumhuriyet-75) aralamirken, bu azalma makarnalik bugday cesitlerinde,
9%36.29’dan (Aydin-93) %68.63’e (Solen-2002) aralanmistir. 37°C ve 37—50°C
sicaklik uygulamalar1 kontrole gore oranlandiginda elde edilen ortalama degerler

(swrastyla %24.03 ve %43.31) dikkate alindiginda, ekmeklik bugday cesitlerinin
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klorofil/karotenoid oranlarindaki azalmalar genellikle ortalamanin asagisinda
aralanirken, makarnalik bugday cesitlerinde bu degerin iizerinde aralanmistir

(Cizelge 4.4).

Cizelge 4.3 Fide evresindeki ekmeklik ve makarnalik bugday cesitlerinin ilk yaprak dokularinda
toplam klorofil/karotenoid orani tizerine farkli sicaklik uygulamalarinin etkisi

Sicakhik uygulamalari

25°C 37°C 37-50°C

Cesitler Klorofil / Karotenoid

Adana-99 6.70 £0.19 a* 6.05+0.15b 454 +0.14 ¢
Altay-2000 6.51+007a 4.60+0.15b 3.79+£0.05 ¢
Amanos-97+* 6.94 +0.11 a 5.23+013b 3.98 £0.08 ¢
Ankara-98 7.00+0.15a 3.85+0.08b 3.20+0.03 ¢
Aydin-93 6.24 +0.16 a 5.13+0.17b 3.96 £0.09 ¢
Basribey-95 7.47 £0.09 a 7.15+0.15a 5.30+0.14b
Bezostaya-1 7.06 £0.20 a 6.71 £0.17b 543 +0.17c¢
Ceyhan-99 6.28 023 a 6.58 +0.35a 4.82+0.09b
Cumbhuriyet-75 7.75+0.14 a 5.50 £0.08 b 4.08 £0.21 ¢
Cakmak-79 7.38+021a 4.85+0.12b 3.80+028 ¢
Cesit-1252 6.43 +0.11a 3.78£0.16 b 3.16 x0.11¢
Ege-88 6.87 £0.09 a 551+0.12b 3.69 £0.10 ¢
Fuatbey-2000 7.09 £0.13 a 4.80+0.10b 329=+0.15¢
Gediz-75 6.58 £0.09 a 577 +0.09b 344 +0.07 ¢
Gerek-79 6.23 £0.08 a 546 +0.11b 4.00+£0.19¢
GoOnen-98 6.09 £0.27 a 5.10+0.08b 441+020c¢
Giin-91 6.75+£0.09 a 543 +004b 438+0.12¢
Ikizce-96 6.73 0422 4.41 +0.16 b 3.62+0.10 ¢
[zmir-85 7.58 £0.17a 5.55+0.13b 5.14+0.13b
Kasifbey-95 7.25+0.19a 5.84+0.14 b 4.63+0.12¢
Kiziltan-91 7.26 £0.17 a 397+0.17b 329 +0.16¢
Kunduru-1149 7.09 £0.15a 3.62+0.14b 2.85+0.11¢
Meta-2002 6.90 +0.11 a 5.66+0.38b 4.10£030¢
Pandas 7.57 £0.14 a 5.98+0.06 b 5.15+0.10 ¢
Salihli-92 7.30+£0.09 a 5.50+0.10b 349+0.19¢
Sonmez-2001 7.14+0.15a 5.35+030b 397+0.12¢
Solen-2002 7.30+0.17a 5.08+0.17b 2.28 £0.09 ¢
Tiiten-2002 7.34+£026a 5.23+026b 3.19z0.16¢
Yelken-2000 792 +0.11a 4.14+0.13b 2.86 +0.13 ¢
Ziyabey-98 6.96 £0.52a 6.11£0.18a 3.90+0.14b

* Satirlardaki farkli harfler, her bir ¢esit icin Duncan Coklu Karsilastirma testine gore sicaklik
uygulamalari arasinda 6nemli diizeydeki farkliliklar1 ifade etmektedir (P<0.05).
** Makarnalik bugday cesitleri koyu yazilmistir.
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Cizelge 4.4 Fide evresindeki ekmeklik ve makarnalik bugday cesitlerinin ilk yaprak dokularinda
toplam klorofil/karotenoid (Klo a+b/Karot) orani iizerine farkli sicaklik uygulamalarinin etkisi (%)

Klorofil / Karotenoid Klorofil / Karotenoid
Cesitler g%%fﬁ?g Cesitler (37@?3%2?0)
Ceyhan-99 -6.27 £0.10 a®* Bezostaya-1 22.52+398a
Basribey-95 423+225b Ceyhan-99 22771 £345a
Bezostaya-1 4.70 +£2.80 be Gonen-98 26.49 +6.02 ab
Adana-99 9.33 +3.46 bed Basribey-95 29.03 +1.70 abc
Ziyabey-95 9.53 +7.66 bed Pandas 31.79 +£2.50 bed
Gediz-75%*%* 12.24 £1.89 bed Adana-99 31.98 £2.53 bed
Gerek-79 12.34 + 1.48 bed [zmir-85 32.10 £ 1.60 bed
Gonen-98 15.57 £3.55 cde Giin-91 35.03 £2.48 bede
Aydin-93 17.44 £ 3.64 def Gerek-79 35.71 +£3.50 cdef
Meta-2002 18.00 + 5.46 defg Kasifbey-95 36.09 +1.78 cdef
Kasitbey-95 19.28 £2.51 defgh Aydin-93 36.29 +1.79 cdef
Giin-91 19.45 £ 1.39 defgh Meta-2002 40.55 £4.43 defg
Ege-88 19.72 +2.38 defgh Altay-2000 41.70 £ 1.03 efgh
Pandas 20.92 + 1.83 defgh Ziyabey-95 42.07 +£5.54 efgh
Amanos-97 24.26 +2.75 efghij Amanos-97 42.54 +1.82 efgh
Salihli-92 24.65 £0.73 efghij Sonmez-2001 44.11 +2.80 efghi
Sonmez-2001 24.88 +4.61 efghij fkizce-96 45.10 = 3.78 fghij
[zmir-85 26.55 +2.65 efghij Ege-88 46.41 = 1.40 ghijk
Tiiten-2002 28.25 £ 4.59 fghij Cumbhuriyet-75 47.10 +3.57 ghijkl
Cumhuriyet-75 28.82 + 1.99 fghij Gediz-75 47.75 + 1.21 ghijkl
Altay-2000 29.27 +2.48 ghij Cakmak-79 48.45 +3.58 ghijkl
Solen-2002 30.25 £2.41 hij Cesit-1252 50.68 +2.05 hijklm
Fuatbey-2000 31.88 £2.39 ijk Salihli-92 52.09 £2 .94 ijklm
Ikizce-96 33.54 £324 jk Fuatbey-2000 53.48 £2.12 ijklm
Cakmak-79 34.07 £2.53 jk Ankara-98 54.20 +£0.71 jKlm
Cesit-1252 41.30 £ 1.82 Kkl Kiziltan-91 54.71 +2.14 Klm
Ankara-98 4491 £1.341 Tiiten-2002 56.43 £2.06 Imn
Kiziltan-91 4526 £2.211 Kunduru-1149 59.84 £1.34 mn
Yelken-2000 47.63 £2.031 Yelken-2000 63.77 £2.05 no
Kunduru-1149 48.99 +1.651 Solen-2002 68.63 +1.86 0

Ortalama 24.03 £ 1.16 Ortalama 43.31 £ 0.99

* % Azalma Ko g+b/Karot = 1- [(Klo a+b/Karot)37°c / (Klo a+b/Karot)z5:c]x100

% Azalma Ko g+b/Karot = 1- [(Klo a+b/Karot)37_s500c / (Klo a+b/Karot)2sec]x100
** Her bir siitundaki farkli harfler, Duncan Coklu Karsilagtirma testine gore gesitler arasinda
onemli diizeydeki farkliliklar1 gostermektedir (P<0.05).
***% Makarnalik bugday cesitleri koyu yazilmistir.
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4.3 Bazi Ekmeklik ve Makarnallk Bugday Cesitlerinin Protein Sentezi
Uzerine Yiiksek Sicakhgin Etkisi

Bu aragtirmada, ekmeklik ve makarnalik bugday cesitlerinin 37°C/25°C ve
37—50°C/25°C oranlarinda (%) Klo a+b birikimindeki azalmalari bakimindan
dagilimlar1 benzerlik gostermistir (Cizelge 4.2). Bu baglamda, protein
analizlerinde kullamlacak bugday cesitleri, yiiksek sicaklik soku uygulamasim
kapsayan ve toleransin daha belirgin ortaya konuldugu 37—50°C/25°C oraninda
Klo a+b degerleri dikkate alinarak secilmistir. Toplam klorofil birikimindeki
azalmaya gore 30 cesidin % ortalama degerinin (%48.40) altinda en diisiik azalma
gosteren ve termal toleransli kabul edilen ekmeklik Gonen-98 (%32.13) ve
makarnalik Ege-88 (%45.19) bugday cesitleri ile ortalama degerin iizerinde en
yilksek azalma goOsteren ve termal duyarli olarak kabul edilen ekmeklik
Cumbhuriyet-75 (%60.06) ve makarnalik Ankara-98 (%67.14) bugday cesitlerinin

ilk yaprak dokularinda protein analizleri gergeklestirilmistir.

Bu arastirmada, 5 giinliik bugday fidelerine kontrol (K, 25°C, 24 sa), uyum (S;,
37°C, 24 sa) ve uyumu takiben yiiksek sicaklik soku (S,, 37°C, 24 sa—50°C, 1
sa) uygulanmistir. Bu uygulamalan takiben fidelerin ilk yaprak dokusundan izole
edilen proteinler IEF yontemiyle izoelektrik noktalarma (pI) ve SDS-PAJE
yontemiyle molekiiler agirliklarina (MA, kDa) gore ayrnistirilmis ve giimiis

boyama teknigi ile protein profilleri goriiniir hale getirilmis ve degerlendirilmistir.

Protein analizlerinde; sentezi kaybolan, yeni sentezlenen, sentez miktarinda
belirgin artis veya azalig gosterdigi belirlenen proteinler yalnizca diisiik molekiiler
agirliga (16.1-24.0 kDa) sahip proteinlerdir. Bu proteinlerin pl degerleri 4.8-7.8
araliginda olup ¢ogunlugu asidik (< pH 7) proteinlerdir (Sekil 4.3-6, Cizelge 4.5).
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4.8

Gonen-98

-

K

S1 Sz

Sekil 4.3 Farkli sicaklik uygulamalarina maruz kalan termal toleranshi ekmeklik bugday Gonen-98 ¢esidinin ilk yaprak dokusundaki ¢oziinebilir proteinlerin 2-D
elektroforetik profilleri. K (Kontrol: 25°C, 24 sa), S1 (Uyum: 37°C, 24 sa) ve S2 (Uyumu takiben yiiksek sicaklik soku: 37°C, 24 sa —50°C, 1 sa) sicaklik
uygulamalari. Kontrole gore S1 veya S2’de yeni sentezlenen yiiksek sicaklik soku proteinleri ok isareti ile gosterilmistir. Kontrole gore S1 ve S2’de sentezi kaybolan
proteinler [ igerisinde gosterilmistir. Kontrole gore S; veya S,’de sentezi belirgin sekilde artan A ve azalan proteinler A isareti ile gosterilmistir.
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Sekil 4.4 Farkli sicaklik uygulamalarina maruz kalan termal duyarli ekmeklik bugday Cumhuriyet-75 ¢esidinin ilk yaprak dokusundaki ¢oziinebilir proteinlerin 2-D
elektroforetik profilleri. Kontrol K (Kontrol: 25°C, 24 sa), S; (Uyum: 37°C, 24 sa) ve S, (Uyumu takiben yiiksek sicaklik soku: 37°C, 24 sa —50°C, 1 sa) sicaklik

uygulamalar1. Kontrole gore S| veya S,’de yeni sentezlenen yiiksek sicaklik soku proteinleri ok isareti ile gosterilmistir. Kontrole gore S, veya S,’de sentezi belirgin
sekilde azalan proteinler A isareti ile gosterilmistir.
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Sekil 4.5 Farkli sicaklik uygulamalarina maruz kalan termal toleransli makarnalik bugday Ege-88 c¢esidinin ilk yaprak dokusundaki ¢oziinebilir proteinlerin 2-D

elektroforetik profilleri. K (Kontrol: 25°C, 24 sa), S; (Uyum: 37°C, 24 sa) ve S, (Uyumu takiben yiiksek sicaklik soku: 37°C, 24 sa —50°C, 1 sa) sicaklik
uygulamalari. Kontrole gore S; veya S,’de yeni sentezlenen yiiksek sicaklik soku proteinleri ok isareti ile gosterilmistir. Kontrole gore S; ve S,’de sentezi kaybolan
proteinler [J igerisinde gosterilmistir. Kontrole gore S| veya S,’de sentezi belirgin sekilde azalan proteinler A isareti ile gosterilmistir.
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Sekil 4.6 Farkli sicaklik uygulamalarina maruz kalan termal duyarli makarnalik bugday Ankara-98 cesidinin ilk yaprak dokusundaki ¢oziinebilir proteinlerin 2-D
elektroforetik profilleri. K (Kontrol: 25°C, 24 sa), S; (Uyum: 37°C, 24 sa) ve S, (Uyumu takiben yiiksek sicaklik soku: 37°C, 24 sa —50°C, 1 sa) sicaklik
uygulamalar1. Kontrole gére S; veya S,’de yeni sentezlenen yiiksek sicaklik soku proteinleri ok isareti ile gosterilmistir. Kontrole gére yalmzca S,’de kaybolan
proteinler O ve S; ve S,’de sentezi kaybolan proteinler [ igerisinde gosterilmistir. Kontrole gore S; veya S,’de sentezi belirgin sekilde azalan proteinler A isareti ile

gosterilmistir.
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Cizelge 4.5 Termal toleransli ve duyarli bazi ekmeklik ve makarnalik bugday cesitlerinin fide
evresinde ilk yaprak dokularinda kontrole gore S; ve/veya S, uygulamalarinda sentez durumlarinda
farklilik belirlenen proteinlerin molekiiler agirliklart (MA, kDa) ve izoelektrik noktalar1 (pI)*

Triticum aestivum L. cesitleri Triticum durum Desf. cesitleri
Gonen-98 Cumhuriyet-75 Ege-88 Ankara-98
Benek MA (Toleransl) (Duyarh) (Toleransh) (Duyarh)
no (kDa) pI S, S, S S, S, S, S S,
1 16.1 6.0
2 16.1 6.3 ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ 4 ¥
3 16.1 6.6 ¥ ¥ 2/ 2/ ¥ 4 v ¥
4 17.7 7.1 + +
5 18.0 6.2 + + + +
6 18.3 6.3 + + + + + + +
7 18.3 7.2 + + + +
8 18.5 6.2 + + + + + + + +
9 18.8 6.6 + + + +
10 18.8 6.9 + + + + + +
11 18.9 6.3 + + + + + + + +
12 19.0 7.7 + +
13 19.2 7.1 + + + + + +
14 19.3 6.2 + + + + +
15 19.3 6.4 + + + + +
16 19.3 7.5 + +
17 19.6 6.6 + +
18 20.1 4.8 ¢ O O ¢ ¢ ¢ - -
19 20.1 6.2 + + +
20 20.7 4.8 O O O ¢ O ¢ - -
21 21.2 7.8 + + +
22 21.5 5.4 + +
23 22.0 6.3 + + + + + + +
24 22.2 6.1 + + + +
25 22.9 6.0 + + + + + +
26 22.9 6.4 - -
27 23.0 6.4 ¥ ¥ 4 4 ¥ 2/ -
28 23.6 6.7 t t
29 23.6 7.3 + +
30 23.8 6.4 o ¢ % ¢ % ¢ ¢ -

31 24.0 6.4 +

* Kontrole gore S; ve/veya S, uygulamalarinda yeni sentezlenen (+), sentezi kaybolan (-), miktar
belirgin sekilde artan protein (*) ya da azalan (¥) proteinleri ifade etmektedir. Makarnalik bugday
Ankara-98 cesidinde kaybolan, fakat diger cesitlerde tiim sicaklik uygulamalarinda sentezi
belirlenen protein < ile gosterilmistir.
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Cesitlerin ilk yaprak dokusuna ait c¢oziinebilir proteinlerin iki-yonlii (2-D)
elektroforetik profilleri Sekil 4.3-6’da verilmistir. Kontrole gore S; veya S,
uygulamalarinda kaybolan normal hiicresel proteinler kontrol jelleri, yeni
sentezlenen yiiksek sicaklik soku proteinleri S; ve S, jelleri ve sentezi belirgin
sekilde artan veya azalan proteinler ise K, S; ve S; jellerinde gosterilmistir (Sekil
4.3-6, Cizelge 4.5).

Ekmeklik bugday Gonen-98 cesidinin ilk yaprak dokusunda kontrole gore S; ve
S, uygulamalarinda, 22.9 kDa (pI 6.4; protein no. 26) molekiil agirliginda bir
proteinin sentezi kaybolmustur (Sekil 4.3, Cizelge 4.5). Kontrole gore S; ve S;
uygulamalarinda diisiik molekiiler agirlikli 16 yiiksek sicaklik soku proteininin
(18.0-23.6 kDa, pl 5.4-7.8) sentezlendigi saptanmistir. Kontrole gore S; ve S,
uygulamalarinda 23.6 kDa (pI 6.7; protein no. 28) molekill agirliginda bir
proteinin sentezinde belirgin bir artis belirlenirken, 3 proteinin (16.1, 16.1 ve 23.0
kDa, pl 6.3, 6.6 ve 6.4; protein no. 2, 3 ve 27) sentezinde belirgin bir azalma
goriilmiistiir (Sekil 4.3, Cizelge 4.5).

Ekmeklik bugday Cumhuriyet-75 cesidinin ilk yaprak dokusunda, kontrole gore
S; uygulamasinda diisitk molekiiler agirlikli 11 yiiksek sicaklik soku proteininin
(17.7-22.9 kDa; pl 6.0-7.1) sentezi belirlenmistir (Sekil 4.4, Cizelge 4.5). S;
uygulamasinda yeni sentezlenen yiiksek sicaklik soku proteinlerinden 3’iiniin
(18.3, 20.1 ve 22.0 kDa; pl 6.3, 6.2 ve 6.3) sentezi S, uygulamasinda
gozlenmemistir. Kontrole gore S; ve S, uygulamalarinda 3 diisiikk molekiiler
agirlikli (16.1, 16.1 ve 23.0 kDa, pl 6.3, 6.6 ve 6.4; protein no. 2, 3 ve 27)

proteinin sentezinde belirgin azalma saptanmistir (Sekil 4.4, Cizelge 4.5).

Makarnalik bugday Ege-88 cesidinin ilk yaprak dokusunda kontrole gore S; ve S,
uygulamalarinda 16.1 kDa (pI 6.0, protein no.l) molekiiler agirhiinda bir
proteinin sentezi kaybolmustur (Sekil 4.5, Cizelge 4.5). Kontrole gore S,
uygulamasinda diisiikk molekiiler agirlikli 13 yiiksek sicaklik soku proteini
(18.3-22.9 kDa; pl 6.0-7.8) sentezlenirken, bu proteinlerden yalnizca 21.2 kDa (pl

7.8; protein no.21) molekiil agirligindaki proteinin sentezi S, uygulamasinda
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gozlenmemistir. Bununla birlikte, 19.3 kDa (pl 6.2, protein no.14) molekiil
agirhigindaki bir yiiksek sicaklik soku proteininin sentezi kontrole gore yalnizca S,
uygulamasinda belirlenmistir. Kontrole gore S; ve S, uygulamalarinda 3 diisiik
molekiiler agirlikli (16.1, 16.1 ve 23.0 kDa, pl 6.3, 6.6 ve 6.4; protein no. 2, 3 ve

27) proteinin sentezinde belirgin azalma saptanmistir (Sekil 4.5, Cizelge 4.5).

Makarnalik bugday Ankara-98 cesidinin ilk yaprak dokusunda kontrole gore S; ve
S, uygulamalarinda 20.1 ve 20.7 kDa (pl 4.8; protein no.18, 20) molekiil
agirh@inda 2 proteinin sentezi kaybolmustur (Sekil 4.6, Cizelge 4.5). Ilging
olarak, bu proteinlerin sentezi diger genotiplerde kontrol ve her iki yiiksek
sicaklik uygulamasinda da belirlenmistir. Kontrole gore yalmizca S,
uygulamasinda sentezi kaybolan 23.0 kDa (pl 6.4; protein no. 27) molekiil
agirhigindaki  proteinin diger cesitlerde kontrole gore her iki sicaklik
uygulamasinda sentezinin belirgin bir sekilde azaldigi saptanmistir. Ek olarak,
kontrole gore yalnizca S, uygulamasinda sentezi kaybolan 23.8 kDa (pl 6.4;
protein no. 30) molekiil agirligindaki proteinin diger cesitlerde kontrole ve her iki
sicaklik uygulamasinda da var oldugu belirlenmistir. Kontrole gore S; ve/veya S,
uygulamalarinda diigiik molekiiler agirlikli 8 yiiksek sicaklik soku proteininin
(18.0-24.0 kDa, pl 6.0-6.4) sentezlendigi gozlenmistir. Bununla birlikte, 19.3 kDa
(pl 6.4; protein no. 15) molekiil agirlikli bir yiiksek sicaklik soku proteininin
sentezi kontrole gore yalnizca S; uygulamasinda ve 24.0 kDa (pI 6.4; protein no.
31) molekiil agirlikli yiiksek sicaklik soku proteininin sentezi ise yalmzca S,
uygulamasinda belirlenmistir. Kontrole gore S; ve S, uygulamalarinda 16.1 kDa
molekiil agirhigindaki 2 proteinin (pl 6.3 ve 6.6; protein no. 2 ve 3) sentezinde

belirgin bir azalma belirlenmistir (Sekil 4.6, Cizelge 4.5).
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5. TARTISMA ve SONUC

5.1 Baz1 Ekmeklik ve Makarnalik Bugday Cesitlerinde Hiicre Canlihg1 ve

Termal Tolerans

Bu arastirmada, farkli sicaklik uygulamalarina maruz birakilan 16 ekmeklik ve 14
makarnalik bugday cesidinin fide evresindeki ilk yaprak dokusunda
2,3,5-trifeniltetrazolium kloriir (TTC) indirgenmesine baglh olarak hiicre canlilig

ve ¢esitler arasinda termal tolerans agisindan genetik ¢esitlilik belirlenmistir.

TTC hiicre canlilik testi, dehidrogenaz solunum enzimleri araciligiyla tetrazolium
tuzunun formazana indirgenmesi prensibine dayanmaktadir (Towill and Mazur
1975). Bu nedenle, TTC testi mitokondriyal elektron transfer zincirini
degerlendirmekte ve boylece solunum aktivitesi belirlenebilmektedir.
Calismamizdakine benzer veya aym sicaklik uygulamalarina maruz birakilan
bugday cesitlerinin erken fide evresindeki koleoptil dokular1 (Yildiz and
Terzioglu 2006a) ve yaprak dokularinda (Porter et al. 1994, Fokar et al. 1998,
Ibrahim and Quick 2001a) TTC nin indirgenmesine bagli olarak termal toleransta
genotipik cesitlilik belirlenmistir. Bu arastirmalarda, fidelerin subletal
sicakliklarda uyumlanmasina bagli olarak termal toleransin kazamldigi ve
incelenen genotipler arasinda 6nemli farkliliklarin olustugu saptanmistir. Bu
aragtirmada, 37°C’de 24 sa uyum ve uyumu takiben 50°C’de 1 sa yiiksek sicaklik
soku uygulamalarina maruz birakilan gesitlerin fidelerinde tetrazolium tuzunun
indirgenmesine bagl olarak hiicre canliligl degerlendirilmistir. Chen vd. (1982),
yiiksek sicaklik soku uygulamalarindan 6nce 30°C iizerindeki sicakliklarda 24 sa
uyumlamanin hiicre canliliginin siirdiiriilmesi i¢in gerekli oldugunu bildirmistir.
Arastirmacilar, test ettikleri farkli bitki tiirlerinde optimum uyum sicakliklarini
yaklasik 35-37°C olarak belirlemistir. Uyumlanmamis kislik bugday cesitlerinin
yaprak dokular1 (Porter et al. 1994) ve baz kiiltiir ve yabani bugday genotiplerinin
koleoptil dokularinin (Yildiz and Terzioglu 2006a) letal sicakliklara maruz
kalmasiyla termal toleransin kazamilmadigt ve degerlerin negatif oldugu

belirlenmistir. Buna karsin, uyumlanan fidelerde termal toleransin kazanildigini
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ve genotipler arasinda 6nemli diizeyde farkliliklarin oldugu belirlenmistir (Porter
et al. 1994, Yildiz and Terzioglu 2006a). Bu nedenle, arastirmamizda termal
tolerans agisindan cesitler arasindaki farkin ortaya konmasi i¢in 37°C’de 24 sa
uyumlanmis fideler kullanilmistir. Bunun yam sira, kazanilan termal toleransin
belirlenmesi i¢in uyumlanmis bir grup fidenin ilk yaprak dokularindan alinan
segmentler 50°C’de 1 sa yiiksek sicaklik sokuna maruz birakilmistir. Uyum
sicaklifina gore uyumu takiben yiiksek sicaklik soku uygulamasinda TTC
indirgenmesi 6nemli diizeyde azalmistir (P<0.05). ilk yaprak dokularinin
on-uygulama (37°C) sicakliklar1 ile uyumlanmalari, yiiksek sicaklik soku
uygulamasinin letal etkisine karsi koruma ve fidelerin canliliklarini siirdiirmelerini
saglamistir. Yiiksek sicaklik soku uygulamasina bagl olarak TTC indirgenmesi ve
dolayistyla hiicre canlhiligindaki azalmanin, mitokondrilerin i¢ membranindaki
bozulma ve/veya solunum enzimlerinin inaktivasyonundan dolay1 elektron
transfer zincirindeki diizensizlikten kaynaklandigi bildirilmistir (Porter et al.

1994).

Ekmeklik ve makarnalik bugday cesitlerinin ilk yapraklarinda, TTC
indirgenmesine bagli olarak uyumu takiben yiiksek sicaklik soku uygulamasindaki
absorbans degerleri, uyum sicakligindaki absorbans degerlerine oranlandiginda
hesaplanan termal tolerans (%TT) seviyeleri arasinda 6nemli genotipik farkliliklar
belirlenmistir. En diisiik (%7.91) ve en yiiksek (%76.33) termal tolerans degerleri
sirastyla  Sonmez-2001 ve Basribey-95 ekmeklik bugday cesitlerinde
belirlenmistir. Tiim cesitlerin ortalama TT degeri (%30.86) dikkate alindiginda 7
ekmeklik (Basribey-95, Gerek-79, Ikizce-96, Bezostaya-1, Ceyhan-99, Gonen-98
ve Giin-91) ve 5 makarnalik (Amanos-97, Ankara-98, Ege-88, Fuatbey-2000 ve
Cakmak-79) bugday cesidine ait termal tolerans degerlerinin TT (%)
ortalamasinin iizerinde oldugu belirlenmistir. Buna karsin, 9 makarnalik ve 9
ekmeklik bugday cesidinin termal tolerans degerlerinin TT (%) ortalamasinin
alinda oldugu ve bu ¢esitlerin canliigimm Onemli diizeyde kaybettigi
goriilmektedir. Diger taraftan, benzer sonuglar, Ibrahim ve Quick (2001a)
tarafindan bildirilmistir. Arastirmacilar, 14 yazlik ve kislik bugday ¢esidinin 8-10

giinliik fidelerini 39°C’de 48 sa uyumlamis ve uyumlanan bir grup fidenin yaprak
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segmentlerini 49°C’de 30 dakika yiiksek sicaklik sokuna maruz biraktiklarinda
cesitlerin kazanilan termal tolerans degerleri bakimindan Onemli diizeyde
farkliliklarin oldugunu bildirmistir. Bu caligmanin varyans analizi sonuclarina
gore, tiim cesitlerin termal tolerans ortalamasi (%58.5) dikkate alindiginda 4
cesidin aynm1 Onemlilik diizeyinde yiiksek termal tolerans seviyelerine
(%80.8-82.2) ve bu cesitlere gore 6 c¢esidin aym Onemlilik diizeyinde diisiik
termal tolerans seviyelerine (%54.7-63.9) sahip oldugu belirlenirken, diger 4
cesidin ortalamanin altinda daha diisiik termal tolerans seviyelerine (%20.4-39.8)

sahip oldugu belirlenmistir (Ibrahim and Quick 2001a).

Ayni bugday cesitlerinin farkli biiyiime ve gelisim evrelerinde belirlenen termal
tolerans degerlerinde farkliliklar belirlenmistir. Keza, ¢alismamizda kullanilan ve
aym sicaklik uygulamalarina maruz birakilan Bezostaya-1 ekmeklik bugday
cesidinin koleoptil dokusunda TTC indirgenmesine bagli olarak termal tolerans
degeri %37.82 olarak belirlenirken (Yildiz and Terzioglu 2006a), ¢alismamizda
bu deger ilk yaprak dokusunda %54.90 olarak belirlenmistir. Bu sonug, erken fide
evresindeki koleoptil dokusunun ilk yaprak dokusuna gore yiiksek sicakliga daha
fazla duyarli oldugunu gostermektedir. Diger taraftan, Fokar vd. (1998), 8 yazlik
bugday cesidinin fide evresinde ilk yaprak ve c¢iceklenme evresinde bayrak
yaprakta TTC testi ile belirlenen termal tolerans degerlerinde farkliliklar
belirlemistir. Bu arastirmacilar, fide evresine gore ciceklenme evresinde her
cesidin termal toleransimi farkli (genellikle termal tolerans degerinde artma veya
azalma seklinde) bulmustur. Ancak, iki farkli biiyiime ve gelisme evresinde (fide
ve ¢iceklenme evresi) test ettikleri cesitlerin ortalama termal tolerans degerleri

arasinda 6nemli diizeyde farkliligin olmadigi vurgulanmistir (Fokar et al. 1998).

Farkli sicaklik derecesi ve siirelerinde uyumlanan ve uyumu takiben yiiksek
sicaklik soku uygulanan aymt bugday cesitlerinin fide evresindeki ilk yaprak
dokularinda yapilan TTC indirgenme testine gore belirlenen termal tolerans
degerleri arasinda farkliliklar belirlenmistir. Ibrahim ve Quick (2001a), 39°C’de
48 sa uyum ve uyumu takiben 49°C’de 30 dakika yiiksek sicaklik soku

uygulamalarinda TTC indirgenmesine baglh olarak Kauz bugday ¢esidinde termal
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tolerans degerini %82.2 olarak bildirirken, Fokar vd. (1998), 34°C’de 24 sa uyum
ve uyumu takiben 50°C’de 1 sa yiiksek sicaklik soku uygulamalarinda Kauz
bugday cesidinin termal tolerans degerini %18.7 gibi oldukca diisiik bir deger
oldugunu bildirmistir. Buna ilaveten, bu iki ayr1 ¢alismada test edilen Seri 82, V5,
Siete Cerros ve Deberia bugday ¢esitlerinde termal tolerans seviyeleri (Fokar et al.
1998, Ibrahim and Quick 2001a) arasinda farkliliklarin oldugu tarafimizdan
belirlenmistir. Diger taraftan, Ibrahim ve Quick (2001a), 39°C’de 48 sa uyum ve
uyumu takiben 49°C’de 30 dakika yiiksek sicaklik soku uygulamalarina maruz
kalan kislhik TAM 108 bugday ¢esidinin termal tolerans degerini %63.9 olarak
bildirirken, Porter vd. (1994), daha diisiik sicaklikta (37°C) ve kisa siirede (24 sa)
uyumlanan ve uyumu takiben daha yiiksek sicaklikta (50°C) ve uzun siirede (2 sa)
soklanan TAM 108 bugday cesidinin termal tolerans seviyesinin %72.8 oldugunu
bildirmistir. Bu veriler 1s181nda, TTC hiicre canlilik testi yiiksek sicaklik zararinin
belirlenmesinde 6nemli bir testtir. Ancak, termal tolerans acisindan genotipler
arasindaki farkin bitki gelisiminin hemen hemen ayni evrelerinde ¢ok farkl
sonuclara neden olmast uygulanan uyum ve uyumu takiben yiiksek sicaklik
sokunun derece ve siirelerinden kaynaklanabilir. Diger taraftan, test edilen bitki
genotiplerinin  farkli  gelisim  evrelerinde hiicre canliligi =~ bakimindan

degerlendirilmesi belirlenen termal toleransin hassasiyetini arttirabilir.

5.2 Bazn Ekmeklik ve Makarnallk Bugday Cesitlerinde Fotosentetik

Pigmentlerin Birikimi ve Termal Tolerans

Bu aragtirmada, fotosentetik pigment analizleri i¢cin bazi ekmeklik ve makarnalik
bugday cesitlerinin karanlikta biiyiitiilmiis 5 giinliik etiyole fideleri kontrol (25°C,
24 sa), uyum (37°C, 24 sa) ve uyumu takiben yiiksek sicaklik soku (37°C, 24
sa—50°C, 1 sa) uygulamalarina maruz birakilmistir. Karanliktaki bu uygulamalari
takiben etiyole bugday fideleri klorofil ve karotenoidlerin pigmentasyonu igin

25°C’de 24 sa (iyilesme periyodu) siirekli 1518a maruz birakilmistir.

Fotosentetik pigmentlerin analizi, yiiksek sicakliklar1 takiben optimum

sicakliklarda ve 1s1kta etiyole dokularin klorofil sentez etme ve biriktirme yetenegi
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temeline dayanmaktadir. Bu test, ilk olarak kabak bitkisinde sicaklik hassasiyeti
ve yiiksek sicaklik soku cevabinin aragtirilmasi (Burke 1994) icin gelistirilmis ve
daha sonra soya fasulyesinde (Glycine max) kazanilan termotoleransin
belirlenmesinde kullanilmistir (Burke 1998). Burke vd. (2000), fotosistem II’nin
klorofil a/b 151k toplayan pigment-protein kompleksi ile ilgili yapilan bir
caligmaya (Burke et al. 1978) dayanarak kazanilan termal toleransin
degerlendirilmesi i¢in klorofili bir parametre olarak se¢mistir. Arastirmacilar,
pigment-protein kompleksinin niikleusta kodlandigini, sitoplazmada translasyona
ugradigimi ve kloroplast tilakoidine tasindigin1 ve yiiksek sicaklik zarar igin bir
belirleyici oldugunu ifade etmistir. Klorofil birikimi inhibisyon testi birgok bitki
tiriinde yiiksek sicaklik zarar1 ve termal toleranstaki genotipik farkliliklarin
belirlenmesi i¢in kullanilmigtir (Burke 1998, Burke et al. 2000, O’Mohany et al.
2000, Dash and Mohanty 2001, Burke and O’Mahony 2001).

Bugdayda klorofil biyosentezi ve birikiminin 35°C’nin {izerindeki sicakliklarda
zarar gordiigii bildirilmistir (O’Mahony et al. 2000). Arastirmamizda, kontrole
gore yiiksek sicaklik uygulamalarinda ekmeklik ve makarnalik bugday cesitlerinin
toplam klorofil (Klo a+b) pigmentasyonu sicakligin artmasina bagh olarak 6nemli
diizeyde azalmistir (P<0.05). Tewari ve Tripathy (1998), klorofil birikimindeki
azalmanin klorofil biyosentezinde fonksiyona sahip S-aminolevulinik asit
dehidrataz ve porfobilinojen deaminaz enzimlerinin yiiksek sicakliklarda inhibe

olmasindan kaynaklandigini bildirmistir.

Bir¢ok organizmanin yiiksek sicaklik kosullarinda hayatta kalma ve iyilesme
(recovery) yetenegi ‘“bazal termal tolerans” ve “kazanilan termal tolerans”
tarafindan belirlenmektedir. Bazal termal tolerans, optimum sicakligin iizerinde
organizmada zarara neden olan sicaklik ve uygulama siiresi ile iliskilidir.
Kazanilan termal tolerans ise organizmaya ilk olarak subletal bir sicaklik
uygulanirsa, ardindan uygulanan letal sicakliga organizmanin dayanma
yetenegidir (Burke et al. 2000). Bu bilgiler 1s181inda, 37°C/25°C oraninda Klo a+b
birikimini bugday cesitlerinin “bazal termal toleransi” ve 37—50°C/25°C

oranindakini ise bugday cesitlerinin “kazanilan termal toleransi” olarak
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degerlendirmek miimkiin olabilir. Bu baglamda, klorofil pigmentasyonu (Klo a+b
birikimi) bakimindan bazal termal toleransi en yiiksek olan cesit Ceyhan-99
ekmeklik bugday ve en diisiik olan ise Kiziltan-96 makarnalik bugday cesitleridir.
Buna karsin, yiiksek sicaklik soku uygulamasina baghh olarak klorofil
pigmentasyonu bakimindan kazanilan termal tolerans bazal termal toleransa gore
degerlendirildiginde  ¢esitlerin  siralamasinda bazi  degisiklerin  oldugu
belirlenmistir. Buna goére, klorofil pigmentasyonu bakimindan kazanilan termal
toleranst en yiiksek olan cesit Gonen-98 ekmeklik bugday ve en diisiik olan ise
Ankara-98 makarnalik bugday c¢esitleridir. Ancak, tiim cesitlerin bazal ve
kazanilan termal tolerans seviyelerine gore belirlenen ortalamalar (sirasiyla
%34.22 ve %48.40) dikkate alindiginda, ortalamalarin iizerinde ve altinda
siralamalar1 farkli olsa bile ayn1 makarnalik ve ekmeklik bugday cesitlerinin var
oldugu tespit edilmistir. Buna ilaveten, her iki yiiksek sicaklik uygulamasinda
makarnalik bugday (AB genomu) cesitlerine gore ekmeklik bugday (ABD
genomu) ¢esitlerinin klorofil pigmentasyonu genellikle yiiksek sicakliktan daha az
etkilenmistir. Yapilan bir calismada, hekzaploid ekmeklik bugdaya (Chinese
Spring) gore D genomunun 7. kromozomunun (7D) kisa kolundan yoksun
ditelosomik bir hattimin (DT7DS) yiiksek sicaklik uygulamasinda diisiik klorofil
birikimi oranina (%7) sahip oldugu ve bu nedenle, hattin kazanilan termal tolerans
seviyesinin diisiik oldugu bildirilmistir (O’Mahony et al. 2000). Bu baglamda,
arastirmamizda test edilen ekmeklik bugday cesitlerine gére makarnalik bugday
cesitlerinin genellikle daha az klorofil biriktirmesinin nedeninin muhtemelen
makarnalik bugday cesitlerinde D genomunun olmayisindan kaynaklanabilecegi

ileri siiriilebilir.

Bugdayda optimum enzim fonksiyonu i¢in termal kinetik pencere 17.5-23°C ve
bununla birlikte, optimum fotosentez orani i¢in optimum sicaklik 25°C’dir (Burke
et al. 1988). Arastirmamizda, etiyole bugday fidelerinde klorofil birikimi igin
sirekli 1518a maruz birakma optimum fotosentez sicaklifn olan 25°C’de
gerceklestirilmistir. Bununla birlikte, yiiksek sicaklik stresinin bugday fidelerinin
ilk yapraklarinda senesensi tesvik ettiginden dolayr (Mohanty et al. 1987,

Mohanty 1990) iyilesme (recovery) islevleri iizerinde senesensin istenmeyen
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etkilerinden kaginmak igin stres sonrast bilyiime periyodu 24 saat ile
sinirlandinlmistir. Diger taraftan, klorofil inhibisyonu testini kullanarak kazanilan
termal toleranstaki eksiklikleri tam olarak belirleyebilmek i¢in ebeveyn hat ve
bundan elde edilen mutantlar1 termal tolerans agisindan degerlendirmede uygun
sicaklik parametrelerinin yalnizca ebeveyn hat icin belirlenmesi gerektigi
bildirilmistir (Burke 2001). Incelenen her bitki tiirii icin belirlenmesi gereken bu
sicaklik parametreleri; maksimum klorofil birikimi, letal sicakliktan Once
maksimum klorofil birikimini saglayan 6én-uyum sicakligi ve klorofil birikiminde
maksimum azalmaya neden olan minimum letal sicaklik icin “optimum
sicakliklar” icermektedir (Burke 1994). Ancak calismamizda, iki bugday tiiriine
ait cesitlerin fazlaligi nedeniyle bu sicaklik parametreleri belirlenmemis olmasina
ragmen, 25°C’de bugday cesitlerinin klorofil (Klo a+b) biriktirme miktar
birbirine ¢ok yakinken (1.14-1.43 mg.gYA™), 37°C (0.51-1.15 mg.gYA™) ve
37—-50°C (0.42-0.86 mg.gYA™) uygulamalarinda klorofil birikimi daha genis
skalada aralanmistir. Bu baglamda, klorofil birikimine bagli termal toleranstaki
genotipik cesitliligin belirlenmesinde uygulanan yiiksek sicakliklarin uygun

oldugu goriilmektedir.

Dash ve Mohanty (2001), 8 ekmeklik bugday (Triticum aestivum L.) ¢esidinin 4
giinliik etiyole fidelerini 151kta 25°C ve 40°C’de 60 sa sicaklik uygulamalarini
takiben 25°C’de iyilesme periyoduna maruz birakmis ve toplam klorofil
birikimindeki inhibisyona gore c¢esitlerin termal toleransindaki genotipik
farkliliklar1 degerlendirmistir. Arastirmacilar, yiiksek sicaklik stresine maruz
kalan etiyole fidelerin yaprak dokularinda yiiksek sicaklik uygulamasindaki
klorofil miktarin1 kontroldekine oranladiginda (%) klorofil birikimindeki
azalmanin bugday cesitleri arasinda %32 ile %54 arasinda degistigini bildirmistir.
Arastirmamizda ise 37°C/25°C oraninda Ikizce-96, Kunduru-1149, Ankara-98 ve
Kiziltan-91 (Klo a+b birikimindeki azalma %50.73-61.97) bugday cesitleri harig
diger cesitlerde Klo a+b miktarinin %50’nin altinda azalma (%15.37-49.35)
gosterdigi saptanmistir. Bunun yani sira, letal sicaklik uygulamasim kapsayan
37—-50°C/25°C oraninda Klo a+b birikimindeki azalmanin %32.13 ile %67.14

arasinda degistigi ve 50°C’de 1 sa yiiksek sicaklik soku uygulamasindan once
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37°C’de 24 sa uyumun klorofil birikimindeki inhibisyona karsi énemli koruma
sagladigi belirlenmistir. O’Mahony vd. (2000), hekzaploid Chinese Spring
ekmeklik bugday cesidinin 40°C’de 4 sa uyumu takiben 48°C’de 30 dakika
yiiksek sicaklik soku uygulamasina (klorofil birikiminde %95’den fazla azalmaya
neden olan) maruz birakilan yaprak dokusundaki klorofil miktarini kontroldekine
(30°C) oranladiginda klorofil birikiminde %48 azalmanin oldugunu belirtmistir.
Arastirmamizda, direkt uygulandiginda bitkilerin 6liimiine neden olan yiiksek
sicaklik soku (50°C, 1 sa), 37°C (24 sa) uyum sicakliginin uygulanmasi ile
birlikte tiim cesitlerin ortalama klorofil birikiminde %48.40 azalmaya neden
olmustur. Uygulanan subletal ve letal sicakliklar bugday cesitlerinin klorofil
biriktirme bakimindan Onemli genotipik farkliliklar olusturmasina neden
olmustur. Ancak, letal sicaklik uygulamasini kapsayan 37—50°C uygulamasinda
klorofil birikiminin kontrole oranina gore kazanilan termal toleransin ve genotipik

farkliligin belirlenmesinin daha 6nemli oldugu ileri siiriilebilir.

Bu arastirmada, yiiksek sicakliga bagh olarak karotenoid birikimi bugday cesitleri
arasinda oldukga farklilik gostermistir. 37°C ve 37—50°C uygulamalarina maruz
birakildiktan sonra kontrol sicakliginda 24 sa siirekli 151k periyoduna alinan
cesitlerin etiyole fidelerinde karotenoid birikimindeki inhibisyonu kontrole gore
oranlandiginda (%) sirasiyla %2.44-30.05 ve %0.29-32.67 olarak belirlenmistir.
Yiiksek sicaklikta karotenoid birikimindeki bu diisiik inhibisyona ilaveten bazi
cesitlerde artiglar saptanmistir. Sonug¢ olarak, iyilesme periyodunda toplam
klorofil birikimine gore karotenoid birikiminin yiiksek sicakliga daha az duyarh
oldugu belirlenmistir. Benzer olarak, Dash ve Mohanty (2001), 25°C ve 40°C’de
60 sa sicaklik uygulamalarin1 takiben 25°C’de iyilesme periyoduna maruz
birakilan 8 Triticum aestivum cesidinde, klorofil pigmentasyonundaki azalmay1
kontrole gore oranladiklarinda azalmanin %32-54 arasinda ve karotenoid
pigmentasyonundaki azalmanin ise klorofil birikimindeki azalmaya gore daha

diisiik (%20-52) oldugunu bildirmistir.

Bu arasgtirmada, ekmeklik ve makarnalik bugday cesitlerinin klorofil/karotenoid

oran1 sicakligin artisina bagli olarak genellikle kademeli olarak azalmistir.
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Klorofil birikimindeki azalmaya (%) gore genellikle tiim cesitlere ait
ortalamalarin {izerinde siralanan ekmeklik bugday cesitleri termal toleransls,
ortalamanin altinda siralanan makarnalik bugday cesitleri ise termal duyarh olarak
degerlendirilmistir. Klorofil/karotenoid oraninda da benzer sonuglar saptanmistir.
Yani, makarnalik bugday c¢esitlerine gore ekmeklik bugday cesitlerinde
karotenoid miktarindaki azalmaya bagli olarak klorofil/karotenoid orani artmistir.
Buna karsin, yapilan bir ¢alismada, 45°C’de 2 sa yiiksek sicaklik uygulamasina
maruz birakilan termal toleransli yabani domates genotipi Nagcarlang’da
karotenoid miktarinin arttigi ve dolayisiyla klorofil/karotenoid oranimin azaldigi,
fakat termal duyarli kiiltiir domates ¢esidi Campbell-28°de klorofil/karotenoid
oraninin degismedigi bildirilmistir (Camejo et al. 2005). Arastirmamizda, yiiksek
sicaklik uygulamalarinin etiyole fidelere uygulanmasi ve ardindan 1s18a
alindiginda sicakligin optimum olmasi bitkilerin karotenoidlerin sentezi ilgili
mekanizmalara gore klorofil biyosentez mekanizmalarin1 daha fazla galistirdigi ve
kosullarin optimum olmasi nedeniyle 151k toplayici sistemde koruyucu olarak

gorev yapan karotenoidlere ¢cok fazla gereksinim olmadigi ileri siiriilebilir.

5.3 Baz1 Ekmeklik ve Makarnalik Bugday Cesitlerinde Yiiksek Sicakhik Soku

Proteinleri ve Termal Tolerans

Burke (1998), TTC indirgenme testi ve klorofil birikimi testini yiiksek sicaklik
zararinin belirlenmesi icin karsilastirdiginda, daha diisiik letal sicakliklarda
klorofil birikiminin zarar gormesi nedeniyle klorofil pigmentasyonu testinin ¢ok
daha hassas bir indikator olabilecegini bildirmistir. Bu nedenle, arastirmamizda
letal sicakligi kapsayan 37—50°C uygulamasindaki Klo a+b birikimi kontrole
(25°C) oranlandiginda tiim cesitlerin ait ortalamanin (%48.40) iizerinde en fazla
ve ortalamanin altinda en az klorofil biriktiren birer ekmeklik ve makarnalik
bugday cesitleri secilmistir. Bu baglamda, cesitler termal toleranslarina gore en
yiiksekten en diisiige dogru su sekilde siralanmaktadir: Gonen-98 (ekmeklik) >
Ege-88 (makarnalik) > Cumhuriyet-75 (ekmeklik) > Ankara-98 (makarnalik).
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Bu arastirmada, bugday cesitlerine ait 5 giinliik fideler farkli sicaklik
uygulamalarina [25°C, 24 sa (K); 37°C, 24 sa (S;) ve 37°C, 24 sa—50°C, 1 sa
(S2)] maruz birakildiktan sonra ilk yaprak dokularindan ekstrakte edilen toplam
¢oziinebilir proteinlerin profilleri iki-yonlii (2-D) elektroforezi (IEF/SDS-PAIJE)
takiben glimiis boyama kullanilarak analiz edilmistir. Yiiksek sicaklik
uygulamalarinda yeni sentezlenen yiiksek sicaklik soku proteinleri (YSSP’ler),
sentezi kaybolan, miktar1 artan veya azalan normal hiicresel proteinlerin
molekiiler agirliklar1 (MA, kDa) ve izoelektrik noktalar1 (pI) belirlenmistir. Farkli
sentez durumlarina sahip olan bu proteinlerin diisiik molekiiler agirlikli (16.1-24.0

kDa) ve ¢ogunlukla asidik (pI 4.8-6.9) karakterde oldugu belirlenmistir.

Arastirmada incelenen bugday cesitlerinin 2-D elektroforetik protein profillerinde
cok sayida polipeptid belirlenmistir. Ekmeklik (Gonen-98 ve Cumhuriyet-75,
ABD genomuna sahip) ve makarnalik (Ege-88 ve Ankara-98, AB genomuna
sahip) bugday c¢esitlerinin genel olarak benzer profillere sahip oldugu
gozlenmistir. Farkli ploidi seviyesine sahip olan ekmeklik ve makarnalik bugday
cesitlerinin aym1 molekiiler agirlikta ve izoelektrik noktasinda proteinleri
sentezleyebilmesi, farkli genomlardan olusan bu tiirlerin benzer polipeptidleri
sentezleyebilecegini gostermektedir. Benzer sonuglar, farkli genomlara sahip
tetraploid ve hekzaploid bugday cesitlerinde de bildirilmistir (Ouerghi et al. 2000,
Yildiz In press).

Bu arastirmada, bugday cesitlerinin ilk yaprak dokusunda kontrole gore 37°C ve
37—-50°C veya yalnizca 37—50°C uygulamasinda sentezi kaybolan diisiik
molekiiler agirlikli bazi normal hiicresel proteinler belirlenmistir. Termal
toleransh ekmeklik Gonen-98 bugday cesidinde 22.9 kDa (pl 6.4) ve makarnalik
Ege-88 bugday cesidinde 16.1 kDa (pI 6.0) molekiil agirhiginda birer, termal
duyarli makarnalik Ankara-98 bugday c¢esidinde ise 4 normal hiicresel proteinin
(20.1 kDa, pI 4.8; 20.1 kDa, plI 4.8; 23.0 kDa, pl 6.4 ve 23.8 kDa, pl 6.4)
kayboldugu saptanmistir. Bununla birlikte, termal duyarli ekmeklik
Cumbhuriyet-75 bugday cesidinde sentezi kaybolan normal hiicresel protein

belirlenmemigstir. Yildiz ve Terzioglu (2006a), yiiksek sicaklik stresinin bir
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sonucu olarak bazi normal hiicresel proteinlerin kaybolmasini bu proteinlerin
yiikksek sicaklik stresi sirasinda kararsiz olmasindan kaynaklanabilecegini
bildirmistir. Subletal ve iizerindeki sicakliklarda, yiiksek sicaklik soku
proteinlerinin miktarindaki artis ile diger bir¢ok proteinin sentezindeki azalmanin
es zamanli meydana geldigi ve bu metabolik isleyisin termal toleransin
kazanilmasi ile aym1 zamanda gerceklestigi bildirilmistir (Lindquist and Craig

1988, Vierling 1991).

Tim organizmalarda, yiiksek sicaklifa maruz kalma yiiksek sicaklik soku
proteinleri (YSSP’ler) olarak adlandirilan bir grup proteinin sentezi ile sonuglanan
yiiksek sicaklik cevabini tesvik etmektedir (Waters et al. 1996). Key vd. (1985),
soya fasulyesinde 28-45°C arasindaki sicakliklarda yaptiklart YSSP analizinde,
40°C’de sentezlenen proteinlerin ¢cogunun YSSP’ler oldugunu ve 40°C’nin
izerindeki sicakliklarda amino asitlerin proteinlere katilma oraninda azalmanin
oldugunu belirtmistir. Bitkilerde ve diger Okaryotlarda sentez edilen YSSP’ler;
YSSP100 (MA, 100-114 kDa), YSSP90 (MA, 80-94 kDa), YSSP70 (MA, 63-78
kDa), YSSP60 (MA, 53-62 kDa) ve kiigiikk veya diisiik molekiiler agirlikli
YSSP’ler (MA, 15-30 kDa) olmak iizere bes biiyiik gruba ayrilmaktadir (Vierling
1991, Waters et al. 1996, Sun et al. 2002). Arastirmamizda, ¢esitlerin ilk yaprak
dokusunda yeni sentezlenen YSSP’lerin sadece diisik molekiiler agirlikli
YSSP’ler (kYSSP, kiiciik YSSP) olmasi oldukga ilginctir. Keza, Knight ve
Ackerly (2003), bitkilerde kYSSP’lerin artisinin ilging oldugunu bildirmistir.
Yiiksek sicaklik stresi sirasinda ve sonrasinda protein sentezinin bilyiik kismini ve
bazi kosullarda ise toplam yaprak proteininin %1’inden fazlasim kYSSP’lerin
olusturdugu bildirilmistir (Vierling 1991, Hsieh et al. 1992, Howarth and Ougham
1993, O’Connell 1994). Arastirmamizda, yeni sentezlenen kYSSP’lerin ¢ogu hem
37°C hem de 37—50°C uygulamasinda belirlenmis olmasi, bu proteinlerin yiiksek
sicaklik sokunda termal kararli olabilecegini gosterebilir. Keza, baz1 calismalarda
kYSSP’lerin son derece termal kararli oldugu bildirilmistir (Thompson and

Eisenberg 1999, Chakravarty and Varadarajan 2000).
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Bu arastirmada, kontrole gore yiiksek sicaklik uygulamalarinda ekmeklik ve
makarnalik bugday cesitlerinin ilk yaprak dokularinda kYSSP’lerin sentezinde
genetik cesitlilik belirlenmistir. Kontrole gore her iki yiiksek sicaklik veya
yalnizca 37—-50°C uygulamasinda ekmeklik bugday cesitleri Gonen-98’de 16
kYSSP ve Cumhuriyet-75’de 11 kYSSP ile makarnalik bugday cesitleri
Ege-88’de 14 kYSSP ve Ankara-98’de 8 kYSSP’nin sentezlendigi saptanmistir.
Yiiksek sicaklik uygulamalarinda sentezi belirlenen bazi kYSSP’lerin genotipe
0zgii oldugu saptanmistir. Termal toleranshi ekmeklik Gonen-98 bugday cesidinde
4 KYSSP (19.0 kDa, pI 7.7; 19.3 kDa, pl 7.5; 21.5 kDa, pl 5.4; 23.6 kDa, pl 7.3)
ve makarnalik Ege-88 bugday cesidinde 1 kKYSSP (19.6 kDa, pl 6.6)’nin genotipe
6zgii oldugu belirlenmistir. Buna ilaveten, termal duyarh ¢esitlerde genotipe 6zgii
olarak ekmeklik Cumhuriyet-75 bugday ¢esidinde 1 kYSSP’nin (17.7 kDa, pI 7.1)
her iki yiiksek sicaklik uygulamasinda sentezi belirlenirken, makarnalik
Ankara-98 bugday cesidinde 1 kYSSP (24.0 kDa, pl 6.4)’nin sentezi yalnizca
37—50°C uygulamasinda belirlenmistir. Her iki yiiksek sicaklik uygulamasinda
sentezlenen 2 kYSSP (18.5 kDa, pI 6.2 ve 18.9 kDa, pl 6.3)’nin tiim cesitlerde
mevcut oldugu belirlenmistir. Ek olarak, 2 kYSSP (18.3 kDa, pI 6.3 ve 22.0 kDa,
pl 6.3)’nin sentezi Cumhuriyet-75 ¢esidinin yalnizca 37—50°C uygulamasi harig
diger tiim uygulamalarda tiim cesitlerde belirlenmistir. Bununla birlikte, 22.9 kDa
(pI 6.0) KYSSP diger cesitlere gore Gonen-98’de, 19.3 kDa (pl 6.4) kYSSP diger
cesitlere gore Cumhuriyet-75’de ve 3 kYSSP (18.8 kDa, pl 6.9; 19.2 kDa, pl 7.1
ve 19.3 kDa, pl 6.2)’nin ise diger ¢esitlere gére Ankara-98’de sentezlenmedigi
saptanmistir. Diger cesitlere gore termal toleransh Gonen-98 ve FEge-88
cesitlerinde belirlenen 2 kYSSP (18.3 kDa, pl 7.2 ve 21.2 kDa, pl 7.8)’den biri
(21.2 kDa) Ege-88 ¢esidinin yalnizca 37—50°C uygulamasinda belirlenmemistir.
Diger taraftan, kontrole gore yiiksek sicaklik uygulamalarinda 2 proteinin (16.1
kDa’da iki protein, pl 6.3 ve 6.6) sentezi tiim bugday cesitlerinde, 1 proteinin
(23.0 kDa, pl 6.4) sentezi ise termal duyarli Ankara-98 hari¢ diger cesitlerde
belirgin bir sekilde azaldigi saptanmustir. Buna ilaveten, 23.0 kDa molekiil
agirligindaki bu proteinin Ankara-98 ¢esidinde kontrole gore 37°C uygulamasinda
belirgin bir sekilde azalma gostermedigi, buna karsin 37—50°C uygulamasinda

kayboldugu belirlenmistir. Kontrole gore her iki yiiksek sicaklik uygulamasinda
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yalnizca termal toleransh ekmeklik Gonen-98 bugday cesidinde 23.6 kDa (pl 6.7)
molekill agirhigindaki bir proteinin sentezi cok belirgin bir sekilde artmistir.
Arastirmamizda, farkli sentez durumlarinda belirlenen ve 6zellikle kKYSSP’lerin,
incelenen ekmeklik ve makarnalik bugday cesitlerinin yiiksek sicakliga farkli
seviyelerdeki termal toleranslarinda ©nemli rol oynadigi ileri siiriilebilir.
kYSSP’lerin ekspresyonu hem termal stres zararinin bir belirtisi hem de
potansiyel koruyucu mekanizmanin bir gostergesi olarak ifade edilmektedir
(Knight and Ackerly 2003). Membran akigkanligindaki artis kadar hiicrede
denatiire olmus proteinlerin miktarindaki artig (Vigh et al. 1998), kYSSP
ekspresyonundaki artisin ilk sinyalleri olarak diisiiniilmektedir (Knight and
Ackerly 2003). kYSSP’lerin genellikle denatiire olmus proteinlere baglanarak ve
hidrofobik domainleri kararli hale getirerek denatiire proteinlerin geri doniistimsiiz
kiimelegsmelerini engelledigi ve yiiksek sicaklik veya diger stres kosullar
sonrasinda proteinlerin yeniden katlanmasim kolaylastirdigi bildirilmistir (Jakob
et al. 1993, Jinn et al. 1995, Lee et al. 1997, Laksanalami et al. 2001). Protein
kiimelenmesinin engellenmesinin yani sira kYSSP’lerin membranlar1 kararli hale
getirdigi ve muhtemelen bolgeye-spesifik antioksidantlar olarak gorev yaptigi
rapor edilmistir (Harndahl et al. 1999, Lee et al. 2000, Gustavsson et al. 2001,
Torok et al. 2001).

Yapilan bazi caligmalarda, yiiksek sicaklik uygulamalarinda ¢ok diisiik oranlarda
(%7 ve %20) klorofil biriktiren ve termal duyarl olarak belirtilen ditelosomik
bugday hatti (DT7DS) ve Arabidopsis mutanti (AtTS02) ile bunlarin kontrol
bitkileri yiiksek sicaklik uygulamalarina maruz birakildiginda YSSP’ler mukayese
edilmistir (Burke et al. 2000, O’Mahony et al. 2001). Kontrol bitkilerine gore
ditelosomik bugday hattinda 2 YSSP (31 ve 32 kDa) ve Arabidopsis mutantinda
ise 1 YSSP (27 kDa)’nin sentezlenmedigi belirlenmistir. Arastirmacilar, klorofil
birikimindeki azalmaya bagl olarak belirledikleri termal toleranstaki azalmanin
bu YSSP’lerin sentezlenmemesinden kaynaklanabilecegini ileri siirmiistiir. Diger
taraftan, yiiksek sicaklik sokuna maruz kalmadan 6nce uygulanan 40°C uyum
sicakliginin soya fasulyesi fidelerinde klorofil birikimi i¢in koruma sagladig

(Burke 1998) ve bu termal korumanin Key vd. (1985) tarafindan bildirilen yiiksek
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sicaklik cevabr (YSSP’ler) ile iliskili olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Burke 1998).
Bu baglamda, calismamizda bugday cesidine bagli olarak 37°C uyum sicakliginda
sentezlenen farkli YSSP’lerin muhtemelen yiiksek sicaklik soku uygulamasinda
farkli seviyede termal tolerans sagladigi ve bu tolerans seviyesinin klorofil

birikiminde farkliliklara neden olabilecegi ileri siiriilebilir.

Dogal kosullar altinda strese adaptasyon bazi ekolojik avantajlara sahip olmasina
ragmen, iriinde kayiplar nedeniyle tarimsal ac¢idan bazi1 smirlamalar
getirmektedir. Bu nedenle, tarimsal bitkilerde abiyotik stres toleransinin
gelistirilmesi geleneksel ve molekiiler 1slah c¢alismalarinin birlestirilmesi ile
gerceklestirilebilir (Kasuga et al. 1999, Dunwell 2000, Wang et al. 2001a). Bu
baglamda, bitkilerin yiiksek sicaklik stresi gibi abiyotik streslere karsi
toleranslarinin belirlenmesinde kullanilan kapsamli 1slah stratejileri igcin bazi
kriterler su sekilde siralanmistir (Wang et al. 2003):

(1) Ozellikle genotiplerin yabani yakin akraba tiirlerinin geleneksel 1slah
ve germplazm seleksiyonu,

(i1) Toleransli ve duyarli genotiplerde spesifik molekiiler kontrol
mekanizmalarinin agiklanmast,

(iii)  Fonksiyonel genomik analizleri aracilifiyla seleksiyon ve 1slah
yontemlerinin biyoteknolojik temelde gelistirilmesi, dogal ve 1slah
edilmis populasyonlar arasinda seleksiyon icin molekiiler problar ve
markorlerin kullanimi ve spesifik genlerin transformasyonu,

(iv)  Mevcut tarimsal uygulamalarin gelistirilmesi ve adaptasyonunu

kapsamaktadir.
Sonug¢ olarak, diinyada ¢ok fazla ekim alanina sahip ve cok farkli ¢evresel

kosullara adapte olmus bugday genotiplerinin yiiksek sicaklik toleranslarinin

belirlenmesi ve gelistirilmesi 6nemli olacaktir.
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EK-1
SDS-POLIAKRILAMID JEL ELEKTROFOREZ COZELTILERi VE
HAZIRLANMASI

1) Akrilamid/Bis Stok Cozeltisi (%30 T, %2.67 C)
Akrilamid 146 g
N,N’-metilen-bis-akrilamid 4g

Distile su ile 500 mL’ye tamamlanir. Filtre edilir ve renkli sisede +4°C’de saklanir.
Bu kosullarda 30 giin i¢inde kullanilmalidir.

2) Aynstirma Jel Stok Tamponu (1.5M Tris-HCI, pH:8.8)
Trizma base 5445 ¢g
Distile su 150.00 g

HCl ile pH:6.8 ayarlanir. Distile su ile 300 mL’ye tamamlanir. Renkli sisede +4°C’de
saklanir.

3) SDS Stok Cozeltisi (%10): 10 g SDS 60 mL distile suda ¢oziiliip, 100 mL’ye
tamamlanir.

4) %10 Amonyum Persiilfat (APS): 100 mg APS 1 mL distile suda ¢oziiliir.
5) 5x Elektrot (Yiiriitme) Tamponu (25 mM Tris, 192 mM Glisin)
Trizma base 225¢
Glisin 108.0 g
Distile su ile 3 litreye tamamlanir. +4°C’de saklanir. 5x stoktan 530 mL alinarak 2.12
L distile su ile seyreltme hazirlanirken 2.65 g SDS katilir. Seyreltik ¢ozelti

elektroforetik yiiriitme i¢in kullanilir.

6) Aynstirma Jeli (%12) Hazirlanmasi (0.375 M Tris, pH:8.8)

Akrilamid/bis stok ¢ozeltisi (%30 T, %2.67 C) 50 mL
Distile su 41.875 mL
Ayrigtirma jel stok tamponu (1.5M Tris-HCI, pH:8.8) 31.250 mL
SDS Stok Cozeltisi (%10) 1.250 mL
%10 APS* 0.625 uL
TEMED 62.5 uL

*APS ¢ozeltisi her zaman taze olarak hazirlanmalidir.

Hazirlanan ¢6zelti hemen ¢alkalanmali ve elektroforez camlari arasina dokiilmelidir.
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